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Introduction

Introduction

Une des originalités majeurs des végétaux réside dans leur capacité de produire des
substances naturelles trés diversifiées, ils accumulent des métabolites dits «secondaires» dont
la fonction non vitale, mais qui représentent une source importante de molécules utilisables
par ’homme dans des domaines aussi déférentes que la pharmacologie ou I’agroalimentaire
(Masson, 1996).

Malheureusement, le potentiel des plantes, sources pour la production de nouveaux
médicaments est sous exploité, car sur 250.000 d’especes de plantes sur planéte, seul 6% ont

éte testés pour leur activités biologiques (Bidie et al., 2011).

Parmi les substances bioactives d’origine végétale, les polyphénols et les huiles
essentielles connaissent un intérét grandissant. Les polyphénols sont connus pour leurs
activités antioxydantes (Gomez-Caravaca et al., 2006) et antibactérienne (Falleh et al., 2008) .
les huiles essentielles sont aussi exploitées pour leurs propriétés biologiques importantes :

antioxydante (Dongmo et al., 2010) et antibactérienne (Pauli, 2001; Fabian et al., 2006).

Ainsi, ces molécules peuvent étre un palliatif aux antibiotiques dont la médication
abusive a donné naissance aux souches bactériennes multirésistantes, un probleme
préoccupant (Kaison et al., 2011; Dagalia et al., 2012; Jatinder et al., 2016), qui a conduit les
chercheurs a puiser dans le monde végétal et particulierement les plantes medicinales et

culinaires en quéte de molécules naturelles efficaces et dénuées de tout effet adverse.

L’objectif principal de notre étude est la valorisation de la plante Scirpus lacustris L ;
par évaluation de ses activités biologiques liées aux composés phénoliques. Cette étude est
scindée en deux parties; La premiére, est théorique et consiste en en une synthese
bibliographique sur le Scirpus lacustris L ; les généralités sur les polyphénols leurs propriétés
biologiques. La deuxiéme est expérimental, elle porte sur ’extraction et dosage des composés
phénoliques de la plante Scirpus lacustris L, détermination de leur pouvoir antioxydant et
enfin de leur activité antibactérienne individuelle ou en combinaison avec I’huile essentielle

de I’Origanum.

V|
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I.1. Historique des plantes médicinales

Depuis I’antiquité, les hommes se sont soignés avec les plantes qu’ils avaient a leur
disposition contre les maladies bénigne. Ce n’est ni le hasard, ni la religion et ni la
superstition qui a guidé la médecine traditionnelle a employer une plante plutét qu’une autre .
C’est grace a I’expérience que les gents apprécient les vertus apaisantes et analgésiques des
plantes (Lehmann, 2015).0n trouve les premiéres traces de cette médecine populaire dans le

monde entier : Inde, Chine, Moyen-Orient, Egypte, Europe (gréco-romaine) et Amérique.

Le premier recueil consacré aux plantes médicinales, le papyrus égyptien Ebers
remonte a 1500 av. J-C (Dachez, 2004). Plus tard, les grecs ont donné un essor a la médicine
par les plantes avec les plus célébres médecins, Hippocrate (460-377 av J-C.) et Théophraste
(370 av J-C.), qui utilisaient couramment les plantes. C’est Hippocrate qui a mentionné des
observations cliniques avec plus de 230 plantes. Puis les plantes furent classées par degrés de
toxicité (Callery, 1998 ; Wichtl et Anton, 1999 ; Sofowora, 2010).

Les Arabes mélangeaient les plantes pour accroitre leurs effets et en améliorer le
goQt. Gréace a leur contact avec les traditions chinoise et hindoue, ils ont largement développé
leurs connaissances médicales. La médecine par les plantes a un avenir admirable et de haut

rang. Si elle ne peut tout soigner, elle peut soigner beaucoup (Tétau , 2005)

v
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1.2. les Plantes étudiées
1.2.1. Scirpus lacustris L.

» Présentation de la plante

Scirpus lacustris ou scirpe des lacs est une grande plante vivace qui appartient au
genre Scirpus et a la famille des Cyperaceae ; grande famille des plantes a fleurs qui est
constituée d’environ 4000 espéces (Touron, Rayna-Roques, Zambettakis, 1986).
Principalement cette plante apprécie les zones humides et marécageuses (lacs et étangs) et
qui s’émerge dans les eaux de marée et les eaux intérieures (Bakker, 1954 ; Zonnereld, 1960 ;
Dykyjova et Kvet, 1978).

Cette plante présente une distribution mondiale, elle se trouve dans presque toute
I'Europe et elle se développe dans la plupart des régions d'Asie, d'Afrique, d’Amérique du
Nord et d'Australie de sorte qu'a l'exception de I'Amérique du Sud et de la Malaisie
(Holland, 1904).

En Algérie , cette plante elle occupe 13 % de la flore du nord algérienne dont cette
plante s’étend dans le secteur sud de lac de Rghaia a Alger (Anonyme, 2014) et dans le lac
de Oubeira , Mekheda ,Tamaris, le canal de Messida (Tonga) et aussi cette plante se répartie
dans les zones humides comme la zone de Garaet Estah , Garaet Dakhla, Garaet EI Guelb
(Oued Esseghir ) (Fouzi et al., 2012) et elle se trouve au niveau de la région de Annaba et
El Kala (Samraoui et Belair, 1998).

> Nomenclature et systématique botanique

e Dénomination : Scirpe lacustre, Scirpe des lacs, Jonc des chaisiers, jonc des
tonneliers

e Synonyme : Schoenoplectus lacustris L, Scirpus tabernaemontani.

o Systématique : Selon Jiménez -Mejias et Lucefio (2011) la classification de la plante

Schoenoplectus lacustris est la suivante :

Régne : Végetale.
Sous-régne : Tracheobionta.
Division : Magnoliopsida.
Classe : Spermatophyte.
Ordre : Poales

Sous ordre: Liliane

Famille : Cyperaceae.
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Genre : Schoenoplectus.

Espeéce : Schoenoplectus lacustris L. (synonyme de la plante Scirpus lacustris L)

» Description botanique
Scirpus lacustris L. est une plante vivace de 1 a 3 métres de couleur verte, sa tige est
robustes, cylindrique, lisse, et pleine de moelle blanche, munie a la base de gaines souvent
prolongées en limbe court (rarement long et rubané). Ses épillets sont brun, ferrugineux,
ovales ou un peu coniques mais la plupart sont pédonculés, et tournés de méme coté et ces
pédoncules sont inégaux, elle présente des écailles brunes, scarieuses, un peu échancrées au
sommet ; la graine est brune, garnie de cing a six soies noiratres (Jean-Baptiste, 1815) .La

floraison a lieu entre les mois Mai et Aodt.

Figure 01 : La plante Scirpus lacustris L.

» Composition chimique
L’étude phytochimique de la plante Scirpus lacustris L. a révélé la présence de
Quarante neuf métabolites secondaires ,qui ont été isolés a partir d’extraits aqueux et
alcooliques ,leur caractérisation a été¢ faites a 1’aide des données spectroscopiques qui ont
montré la présence de Onze polyphénols a faible poids moléculaire libres et glycosylés, 17
dérivés d’acide cinnamique et d’acide dihydrocinnamique, 11 flavonoides, 10 C 13 et des
isoprénoides (Brigida et al., 2006) et contient aussi des protéines, de cellulose et d’amidon
(Straskraba, 1968).
» Propriétés biologiques :
Scirpus lacustris est utilisée dans de nombreuses usages tel que 1’alimentation grace a

ses parties tendres ,dans le domaine artisanal dont elle est considérée 'un des végétaux les
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plus utilisés en vannerie grace a ses tiges souple et solide sur ’assise des chaises ,chaume ,
nattes et des paniers et la moelle de sa tige est utilisée dans la fabrication de papier .

Elle est utilisée en médecine traditionnelle pour ses effets thérapeutiques contre
hémostasie et le cancer, sa racine est astringente et diurétique.

Aujourd'hui, c'est I'une des plantes les plus recherchées pour le maintien des berges et

I'épuration des eaux et contre 1’érosion (Anonyme, 2010).

1.2.2. Origanum vulgare L.

» Présentation de la plante
Origanum vulgare appartient a la famille des lamiacées (Spada et Perrino, 1996),
cette derniére constitue une importante famille des herbacées, qui se réparties sur tout le
globe et principalement autour du bassin Méditerranéen (Skoula et al., 1999). Cette grande
famille a été représentée par letswaart en 1980 par 3 groupes, 10 sections, 38 especes, 6
sous especes et 16 hybrides naturels d’origans en se basant sur les caractéres morphologiques
de cette plante et aprés cette publication ce genre est élargie avec au moins 5 nouvelles

especes et un hybride supplementaire (Kintzios, 2002).

> Nomenclature et systématique botanique

e Dénomination

*Noms vernaculaires : Zaatar et/ou Zéetra. (Baba Aissa, 1990).
*Nom scientifique : Origanum vulgare L.
e Classification
Selon Guignard (1996) la classification botanique d’Origanum vulgare est comme sulit :
Régne : Végétal.
Embranchement : Spermaphytes.
Sous-embranchement : Angiospermes.
Classe : Dicotylédones.
Sous classe : Lamiidées.
Ordre : Lamiales.
Famille : Lamiacées (Lamiaceae) ou Labiacées.
Genre : Origanum.

Espéce : Origanum vulgare L.

-
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» Description botanique

Origanum vulgare est une plante herbacée vivace plus ou moins rustique qui atteint
généralement une taille variante entre 30 et 80 cm de hauteur. Elle est reconnaissable a son
odeur et a sa saveur phénolée, épicée (Arvy et Gallouin, 2003., Teuscher et al ., 2004). Ces
tiges sont rouges ou teintées de pourpre et velues, anguleuses. Ces feuilles sont simples,
opposées et ovales et elles sont de couleur vertes et glanduleuses. Ces fleurs sont de couleur
blanche ou rose, sont groupées en inflorescence dont chaque fleur est située a I’aisselle d’une
bractée ovale et qui passe le calice. Ce dernier est se forme de tube gamosépale et persistant et
sa corolle est en forme de tube saillant & la base et gamopétale, Ces fruits sont des tétrakenes
et possede une floraison de mai a octobre (Baba Aissa, 1990; Teuscher et al., 2004;
Figuerdo, 2007). La partie aérienne d’Origanum vulgare est illustré dans la figure (02)

Figure 02 : La partie aérienne d’Origanum vulgare (Fleurentin, 2007).

» Usages traditionnels

Les utilisations d’Origanum vulgare sont trés variables et anciennes, ces feuilles vertes
ou séchées, entieres ou en poudre, sont largement utilisées comme assaisonnement
(condiment) des plats cuisinés. Cette plante présente un role tres important en medecine
traditionnelle dont la préparation d’une tisane a base de ces feuilles est utilisée comme
traitement des dysenteries, des affections gastro-intestinales, d’acidité gastrique et des
affections broncho-pulmonaires (Yesilada et al.,1993) et elle est considérée comme un
remede contre les douleurs menstruelles et rhumatismales (Honda et al.,1996) et utiliser
sous forme de fumigation pour traiter les rhumes, les grippes et les infections orales (Yesilada
etal., 1993).

Pour 1’usage externe, 1’origan peut étre utilisé sous forme de lotions (infusion) ou de

pommade pour traiter différentes maladies comme les dermatoses, eczémas, prurits, mycoses
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et les pédiculoses et aussi elle est caractériseé par plusieurs propriétés antitoxiques,
antivirales, cytophylactiques et cicatrisantes. La plante est aussi indiquée pour désinfecter les
plaies et les ulcérations (Bardeau., 1976) et ’huile essentielle de cette plante est utilisée en
technologie alimentaire comme aromatisant et antioxydant et qui peut aussi exercer un effet
inhibiteur sur les bactéries, champignons et mycotoxines responsables des infections
alimentaires (Tantaoui-Elaraki et Lattaoui, 1997 ; Nielsen et Rios, 2000).
» Composition chimique

C’est une plante qui contient plus d’une centaine de composés, dont elle présente
92.4% de composition par son huile essentielle. Cette derniére est riche en hydrocarbures
monoterpénique (Sabinéne) ou sesquitérpennique (germacréne) et on trouve également
quelques monoterpenes tels que linalol ou le terpene -4-ol. (Figuerdo et al., 2005), des esters,
cétones, aldéhydes ,alcools, éthers. Elle contient une faible quantité de composés phénoliques

comme les caféique, chlorogénique et rosmarinique et les flavonoides (Benjilali et al., 1986).

<!
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1.3. Métabolismes secondaires

Les métabolites secondaires sont des molécules complexes synthétisées et accumulées
en petites quantités par les plantes autotrophes. Ils sont divisés principalement en trois
grandes familles : les polyphénols, les terpenes, les alcaloides (lutge et al., 2002; Abderrezak
et Joél,2007).
1.3.1. Polyphénols

Induit en 1980, le terme « polyphénols » définit les produits de métabolites

secondaire caractérisés par la présence d’au moins un noyau benzénique (6 carbone) auquel
est directement lié au moins un groupe hydroxyle (OH), libre ou engagé dans une
fonction :éther, ester, hétéroside (Cheyner , 2005).ces composés phénoliques constituent la

base des principes actifs que 1’on trouve dans les plantes médicinales (Macheix et al ., 2005).

OH

Figure 03 : Structure de base d’un phénol (Laguerre et al., 2007)

1.3.1.1. Biosynthese des polyphénols
Les cycles aromatiques des polyphénols sont issus de deux grandes voies
métaboliques de synthése : La voies shikimique et celle de ’acétate.
e Voie de I’acide shikimique
C’est la voie de synthese des composés aromatiques dans, y compris les acides
aminés aromatiques :la phénylalanine ,la tyrosine et le tryptophane .Ce sont des précurseurs
pour de nombreux produits naturels (secondaires) tels que les flavonoides ,les acides
phénoliques ,les coumarines ,les alcaloides(Ghasemzadeh,2011) , elle joue un rdle critique
pour contréler le métabolisme de la voie phénylpropanoide (Yao et al., 1995).
e Voie de ’acétate / malonate

C’est a travers cette voie que s’effectue la cyclisation des chaines poly cétoniques,

obtenues par condensation répétée d’unités « acétate » qui se fait par carboxyalation de
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I’acétyl-CoA. Cette réaction est catalysée par I’enzyme acétyl-CoA carboxylase (Akroum

2010).

De plus, la diversité structurale des composés polyphénolique, due a cette double

origine biosynthétique, aussi accrue par la possibilité d’une participation simultanée des 2

voies (shikimate et de 1’acétate) dans 1’élaboration des composés d’origine mixte, comme les

flavonoides (Martin et Andriantsitohaina ,2002).

1.3.1.2. Classifications des polyphénols

La classification de ces substances a été proposee par HARBORNE (1980).0n peut

distinguer les différents classes des polyphénols en se basant d’une part, sur le nombre

d’atomes constitutifs et d’autre part, sur la structure de squelette de base (Macheix et al .,

2006).

Tableau 01 : Principales classes de composés phénoliques (Balasundram et al., 2006)

C6

C6-C1
C6-C2
C6-C3

C6-C4
C6-C1-C6
C6-C2-C6
C6-C3-C6
(C6-C3)2
(C6-C3-C6)2
(C6-C3) n

Les acides phénoligues simples, benzoquinones.

Acides hydroxybenzoiques
Acéthophénones, acides phénylacetiques
Acides hydroxycinnamiques, acides
isocoumarins, chromones, chroménes)
Napthoquinones

Xantones

Stilbénes, anthraquinones

Flavonoides, isoflavonoides

Lignanes, neolignanes

Biflavonoides

Lignines

(C6-C3-C6) n Tannins condensés

phénylacetiques

(coumarins,
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1.3.1.2.1.Acide phénolique

Les acides phénoliques, ont une fonction acide et plusieurs fonctions phénols, ils se

divisent en deux catégories :
e Acides phénoliques dérivés de I’acide benzoiques

Ce sont des hydroxybenzoiques et ont une structure générale de base de type (C6-C1).
Ces molécules peuvent étre aussi bien sous forme libre que combinée a 1’état d’esters ou de

d’hétérosides.

HO

OH OH OH

HO
OH

Figure04 : Exemple de quelque acides phénols de la série benzoique (Bruneton 2009,
Pawlowska et al., 2006).
e Acides dérivés de I’acide cinnamique
Les acides hydroxycinnamiques représentent une classe trés importante dont la
structure de base C6-C3 dérive de celle de I’acide cinnamique. L’existence d’une double
liaison dans la chaine latérale conduit a deux series isomeres (cis ou Z et trans ou E), souvent

esterifies (Macheix., 2005).

(8}
| 0 0
OH H;CO. HO
OH OH
HO”
HO” HO”
Acide cinnamique Acide ferulique Acide caféique

Figure 05 : Exemple de quelque acide phénols de la série cinnamique (Bruneton 2009 ;
Pawlowska et al ., 2006)
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1.3. 2. Flavonoides

Les flavonoides sont des composés polyphénoliques comprenant 15 atomes de
carbones (C6-C3-C6), correspondant a la structure du diphénylpropane (Santos-Buelga et
Scalbert ,2000). Ce sont les composes les plus abondants parmi les composés phénoliques
(plus de 6000 composes) (Santos-Buelga et Scalbert, 2000).

Cette classe est responsable des colorations jaune, orange et rouge des végétaux
(fruits, légumes, et plantes médicinales).les flavonoides existent sous forme libre dite
aglycone ou sous forme d’hétérosides, c’est-a-dire liée a des oses et autre substances (Heller
et Forkmann, 1993).

Figure 06 : Structure chimique de base des flavonoides (Krishna et al., 2001)
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Selon (Bellebcir, 2008) il existe plusieurs classes des flavonoides.

Tableau 02 : Principales classes des composés phénolique (Balasundram et al., 2006)

Classe

Flavanols

Flavonols

Flavanones

Isoflavones

Anthocyanes

Formule

Source

raisins, Thé, cacao

Oignon, pomme,
brocoli, fruits

rouges

Les Agrumes
orange,

citron,
pamplemousse,
mandarine, orange

amere

Soja

Myrtille, mdre,
raisin
noir, aubergine,

prune...

Propriétés
-Antioxydants naturels

-Anticancéreuses

- Antihistaminique, anti-
inflammatoire

et antioxydante.

- Isorhamnétine.

- Neutralisation  des
radicaux

libr.es.

- amélioration de
I’absorption

de la vitamine C.

- Na

cancers de la peau.

prévention des

-Phytoestrogéniques.
- Source de

phytoestrogénes

-La lutte contre le
vieillissement.

- Présente comme des
couleurs

brillant dans les fruits et
les
legumes.-  antiseptiques

urinaires
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1.3.3. Tannins

Les tannins sont des substances polyphénoliques, ayant en commun la propriété de

tanner la peau animale. Les tannins ont la capacité de se combiner aux protéines et aux

alcaloides (Roux et Catier, 2007).cette classe se divise en deux groupes principales ;

» Tannins hydrolysables

Les tannins hydrolysables sont des esters d’acides galliques qui se lient aux

molécules de glucose, plus précisément, un glucose se lic a plusieurs molécules d’acide

gallique (Clifford, 2000).

Figure 07 : Exemple des tannins hydrolysables (Boubekri ,2014)

» Tannins condensés ou proanthocyanidines

Ce sont des composés phénoliques hétérogénes, de poids moléculaires élevées . Le plus

souvent liées entre elles par des liaisons C4-C8. On distingue les tannins catéchiques et

épicatéchine (proanthocyanidols) (Zimmer et Cordesse, 1996).

Figure 08 : Exemple des tannins condenses (Boubekri ,2014)
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1.3.4. Alcaloides
Les alcaloides sont des composés naturels hétérocycliques avec 1’azote comme

hétéroatome. De structure moléculaire complexe plus ou moins basique et doué de propriétés

physiologiques prononcées méme a faibles doses (Bruneton ,1999 ; Zenk et Juenger, 2007).

Figure 09: Exemple d’alcaloide la morphine (Osbourn et Lanzotti, 2009).

1.3.5. Propriétés biologiques des polyphénols
Les recherches sur les composés phénoliques en générale et les flavonoides en particulier
sont trés poussées, en raison de leurs diverses propriétés physiologiques qui sont illustrées

dans la Figure 10 (Middleton et al., 2000 ; Ksouri et al., 2007).

Action sur les cellules du

systéme immunitaire Anti-tumoraux

Anti-oxydant

f

MF-xB

Détoxifiant

«—

POLYPHENOLS

—— Anti-inflammatoire

iNOS

Anti-agrégant
Anti-thrombotique

—

Vasodilatateur

P
eMOs MNO

DS

Anti-angiogénique Anti-apoptotique

Figure 10 : Effets biologiques des polyphénols (Martin et Andriantsitohaina, 2002)

L’évaluation des propriétés phytopharmaceutiques, antioxydants, antimicrobienne
donne une tache tres intéressante et utile, en particulier pour les plantes d’une utilisation, rare

au moins fréquente ou non connue dans la médecine traditionnelle. Ces plantes représentent

une nouvelle source de composés actifs (Teixeira, 2004).
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1.3.6. Activité antioxydante des polyphénols

Un antioxydant est défini comme une substance qui est ajoutée a faible dose a un
produit naturellement oxydable a I’air, est capable de ralentir ou d’inhiber le phénoméne
d’oxydation.

Cette définition peut étre élargie et le terme « antioxydant » englobe ainsi toutes les
substances qui engendrent une oxydation exagérée (Shimizu, 2004).

Les polyphénols sont connus par leur capacité de piéger les radicaux libres et d'activer
les autres antioxydants présents dans le corps. En effet, il est connu que les flavonoides sont a
’origine de plusieurs effets biologiques tels que I’activité anti-inflammatoire et anti-tumorale.
Ces effets sont attribués en partie aux propriétés antioxydant de ces composés naturels. Ce

principe a éeté utilisé dans la fabrication de plusieurs médicaments (Masquelier, 2006).

1.3.7. Activité antibactérienne des polyphenols

La thérapeutique des infections bactériennes se base principalement sur 1'usage des
antibiotiques .La prescription a grande échelle et parfois inappropriée de ces agents peut
entrainer la sélection de souches multi-résistantes d’ou I’importance d’orienter les recherches
vers la découverte de nouvelles voies qui constituent une sources d’inspiration de nouveaux
médicaments a base des plantes (Billing et Sherman,1998),sous forme de métabolites
secondaires dont les composés phénoliques ,sont toujours utilisés dans 1’industrie alimentaire
et cosmétique et comme agents antimicrobiens en médecine populaire (Cowan,1999).

Les polyphénols sont reconnus par leurs toxicités vis-a-vis des microorganismes
(Cowan, 1999). La toxicité vis-a-vis toxicité des microorganismes. Le mécanisme de toxicité
peut étre lié a l'inhibition des enzymes hydrolytique par les composés oxydés probablement
par les interactions non spécifiques avec les protéines (Masson, 1987).

1.3.8. Les huiles essentielles
Les huiles essentielles sont des mélanges de substances aromatiques produites par de
nombreuses plantes sous forme de minuscules gouttelettes dans les feuilles. Elles sont
présentes en petites quantités par rapport a la masse du végétale (Pardini et Lucheroni, 1996).
» Localisation
Les huiles essentielles sont produites dans le cytoplasme des cellules sécrétrices et
s’accumulent en général dans les cellules glandulaires spécialisées, situées en surface de la

cellule et recouverte d’une cuticule (Bakkali et al., 2008)
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1.3.8.1. Propriétés physico-chimiques
Les huiles essentielles sont incolores ou jaune pale a I’état liquide et a température
ordinaire. Elles sont volatiles, odorantes et inflammables, et leur densité est le plus souvent
inférieure a 1. Elles sont peu solubles dans 1’eau, solubles dans I’alcool et dans la plupart des
solvants organiques. Cependant, elles sont altérables et trés sensibles a 1’oxydation (Jean,
1993).
1.3.8.2. Composition chimique
Elles ont une composition assez complexe, contenant de nombreuses espéces chimiques
porteuses de fonctions dont le degré d’oxydation est variable, et donnent naissance a des
milliers de substances différentes (Wichtl et Anton, 1999).
> Les monoterpénes
Ils sont cycliques ou monocycliques ou bicycliques, ils contribuent parfois plus de 90%
de I’huile essentielle (Bruneton, 1993).
> Les sesquiterpénes
L’allongement de la chaine accroit le nombre de cyclisation possibles. Ainsi, plus d’une
centaine de squelettes différents ont étés décrits (Couderc, 2001).
» Composés aromatiques
Dérivés du phényle propane, ils sont beaucoup moins fréquents que les précédents. Un noyau
aromatique est couplé a une chaine de trois carbones (Bruneton, 1993).
1.3.8.3. L’activité antibactérienne des huiles essentielles

La majorité des huiles essentielles ont un spectre d’action trés étendu contre un large
éventail de microorganismes dont les bactéries, les champignons et les levures ...etc. La
premiére mise en évidence de I’action des huiles essentielles contre les bactéries a été réalisée
en 1881 par Delacroix (Boyle, 1995) aprés cette étude, de nombreuses huiles ont été définies
comme antimicrobiennes (Burt, 2004).

Les huiles essentielles ou leurs composes actifs peuvent étre employés comme agents
de protection contre différents microorganismes envahissant les denrées alimentaires ainsi que
dans le traitement des infections fongiques touchant ’homme (Sokmen et al.,1999 ;Serrano et
al.,2008 ;Kotan et al.,2010).les activités antibactérienne sont estimées a la grande complexcité
de la composition des huiles essentielles .Les phénols(Cavacrol,thymol)possédent le
coefficient antibactérien le plus élevé ,suivi des monoterpénols (Géraniol,menthol)et des
aldéhydes(néral,géranial).En générale ,l’activité décroit selon le type de fonction

chimique :Phénol> alcool> aldéhyde> cétone> ester> hydrocarbures (Benjilali et al.,1986).
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1. Matériels et méthodes

La partie expérimentale a été réalisée au laboratoire de Microbiologie, Analyse
chimique. Faculté des Sciences Biologiques et des Sciences Agronomiques, Université

Mouloud Mammeri de Tizi-Ouzou.
> Matériels et réactifs
Matériels et réactif utilisé durant notre expérimentation est donnée dans I’ Annexe (01).

11.1. Matériel biologique

» Préparation du matériel végetal

La collecte de la plante Scirpus lacustris L a éte effectuée au stade floraison, au mois
de juin, dans le sud Algérien. La partie souterraine (figure 11) est dépoussiérée, lavée,
découpée en petite morceaux puis séchee a I’air libre jusqu’a stabilité du poids. L’échantillon
a été broyé en poudre fine a I’aide d’un broyeur électrique, tamisé et la poudre est conservéee

a ’abri de la lumiére et d’humidité.

Figure 11 : Photographie de la racine de Scirpus lacustris L.

» Huile essentielle d’origan :

Qui a été fournie par M™ Oussaid Saliha




Matériel et méthode

» Microorganismes

Le choix des microorganismes a été porté sur six souches fréquentes en pathologie

humaine. Nous avons sélectionné deux groupes de bactéries : les bactéries a Gram positif

et des bactéries a Gram négatif.

Tableau 03: différentes souches utilisées dans ’activité antibactérienne.

Aspect Gram Mobilité
Staphylococcus ~ ATCC 25923  Micrococcaceae Cocci déposés en  + Non -Gastro-entérites
aureus Non amas -Infections urinaire
déterminée
Escherchiacoli ATCC 25922  Enterobacteriaceae Colibacille Parfois -diarrhée dysenteries
mobile -gastro-entérites
Klebseilla ATCC 4352 Enterobacteriaceae Bacille et -Vasodilation
Pneumoniae capsulées -troubles neurologiques,
et gastro-intestinaux
Bacillus ATCC 10876  Bacillaceae Batonnet associées + Mobile
Cereus en diplobacilles ou -Syndrome émeétique
en chainettes -Syndrome diarrhéique
Streptococcus Non Streptococcoceae Cocci + Mobile -angine
pyogenes déterminée Déposés en -infection invasive
chainette grave
-syndrome de choc
toxique streptococcique
Pseudomonas ATCC 27853  Pseudomonadaceae La plupart des Mobile -infection externe
aeruginosa temps isolées ou (touche D’oreille ou les

11.2. Méthodes d’analyses

en Diplobacilles

follicules pileux.)
-infection interne
(affectant les poumons,
la circulation sanguine
ou les valves

cardiaques).

11.2.1. Optimisation de ’extraction des composés phénoliques

Cette étape consiste a déterminer le solvant (éthanol ou eau distillée, ainsi que leur

mélange) permettant un maximum d’extraction.

1g de poudre est macéré dans 50 mL de 1’éthanol a différentes concentration en eau (éthanol

99%, ethanol 70%, éthanol 50% et éthanol 20%). La méme opération a été aussi réalisée avec
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I’eau distillée a 25°C et a 45°C. La macération a été faite avec renouvellement de solvant

chaque 1h, comme suit :

20 ml d’éthanol+
agitation 1h

P - Filtrat
Filtration +

“.._ récupération des résidus ‘
~ 20ml éthanol + résidus +
agitation 1h
S
 Filtration + récupération R ‘
__________ des résidus
Ajouté 10ml + résidus +
» agitation 1h
l ................................................. .. F i Itrat
Filtration S

Figure 12: Etapes d’obtention de I’extrait brut.

des filtrats
(I’extrait

brut)

" Assemblage
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11.2.2. Dosage des polyphénols totaux
> Principe

La teneur en polyphénols totaux a été déterminée par spectrophotométrie en utilisant
la méthode de Folin-Ciocalteu. Le réactif de Folin-Ciocalteu est un acide de couleur jaune
constitué d’un mélange de deux acides: acide phosphotungstique (H3PW1204) et acide
phosphomolybdique (H3PMp12040). Il est réduit lors de I’oxydation des phénols pour former
un complexe bleu stable d’oxydes de tungsténe (WgO23) et molybdene (MOgO3). La
coloration produite, dont I’absorption maximale est au voisinage de 760 nm, est

proportionnelle a la quantité des composes phenoliques présents dans les extraits vegétaux.

» Mode opératoire
Le dosage des polyphénols est réalisé selon le protocole de Singleton et al ., (1999).
100 pL de chaque extrait sont ajoutées a 1 mL de réactif de Folin et 1 mL de bicarbonate de
sodium (Na,COs3). Apreés une incubation de deux heures a température ambiante et a 1’abri de
la lumiere, les absorbances sont lues a 760 nm. Le contenu en phénols totaux a été déterminé
a partir d’une courbe d’étalonnage a ’acide gallique. Les résultats sont exprimés en mg
¢quivalent d’acide gallique par 100 gramme de poudre.
11.2.3. Dosage des flavonoides
» Principe
Le dosage des flavonoides est base sur la formation des complexe flavonoides-métaux
tel que I’aluminium sous forme de trichlorure d’aluminium (AICI3) qui forme des complexes
jaunatres avec les atomes d’oxygene présents dans les flavonoides. La couleur obtenue est

proportionnelle a la quantité de flavonoides complexés (Ribéreau-Gayon, 1968).

» Mode opératoire
1,5 mL de I’extrait sont mélangés avec le méme volume de solution éthanolique de
chlorure d’aluminium a 2%. Aprés incubation pendant 10 mn a température ambiante, la
lecture des absorbances est effectuée a I’aide d’un spectrophotomeétre UV-visible a 456 nm.
Les concentrations des flavonoides contenues dans 1’extrait de S. lacustris L a été
calculées en référant a la courbe d’étalonnage obtenue en utilisant la quercétine comme

standard. Les résultats sont exprimés en mg équivalent en quercétine /100g de poudre.
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11.3. L’extraction finale

Une quantité de 5g de poudre de la plante est macérée trois fois dans 250 mL de
I’éthanol 70% pendant 3h (3x1h) sous agitation. Le filtrat hydro-éthanoliques obtenu est

filtré, puis concentré sous vide a ’aide d’un rotavapeur (figure 13).

Broyat végétal

|

Macération

{

Filtration

|

Extraction éthanolique

|

Evaporation

|

Evaporation a ’air libre

}

Polyphénols

|

Récupération avec
DMSO

Figure 13: Les différentes étapes de I’extraction des polyphénols totaux.
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11.4. Extraction d’huile essentielle :

L’extraction de I’huile essentielle de 1’origan a été réalisée par 1’enseignante Saliha
Oussaid par la méthode de I’hydrodistillation, dans le bute d’évalué I’activité antibactérienne
de la combinaison de HE avec polyphénols.

I1.5. Evaluation de I’activité antioxydante totale

L’activité antioxydante totale des différents extraits est évaluée par la méthode de
réduction de phosphomolybdate (MO™®) au (MO*®) par les antioxydants selon la méthode de
(Prieto et al., 1999). Cette réduction se traduit par la formation d’un complexe verdatre

(phosphate/MO) a un pH acide.
» Mode opératoire

3 mL d’une solution constituée de 0.6 M d’acide sulfurique, 28 mM de phosphate de
sodium et 4 mM de molybdate d’ammonium sont ajoutées & 0.3 mL de chaque extrait.
Aprés incubation pendant 90 mn a 95 °C, les absorbances sont mesurées a 695 nm. Le

protocole suivi est celui de Prieto et al., (1999) avec quelque modifications.

11.6. Evaluation de P’activité antimicrobienne

» Préparation des dilutions d’extraits de S. lacustris L
L’extrait optimisé (extrait récupéré avec 1’éthanol 70%) a été reconstitué dans le DMSO
pour avoir une concentration de 100 mg /mL.

11.6.1. Méthodes de diffusion sur gélose

Cette méthode consiste en 1’évaluation quantitative et qualitative du pouvoir

antibactérien de I’extrait phénolique et de I’huile essentielle, ainsi que de leur combinaison.
» Principes

La méthode repose sur la diffusion de I’extrait a partir des disques imprégnés d’extraits a
différentes doses et déposés sur le Milieu solide, préalablement ensemencé avec une
suspension bactérienne. L’extrait diffuse a partir du disque en créant un gradient de
concentration faisant apparaitre une zone claire: plus la zone d’inhibition est grande, plus la

sensibilité de la souche bactérienne testée est grande (Bektas et al., 2003).

» Mode opératoire
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Les souches bactériennes a tester sont revivifiées sur gélose nutritive, et incubées a
37°C pendant 24h pour optimiser leur croissance. Les suspensions bactériennes sont
préparées dans de 1’eau physiologique pour avoir une densité optique comprise 0.08 et 0.10 a
625nm

L’ensemencement est réalisé par écouvillonnage sur gélose Muller Hinton. Des
disques stériles sont imprégnés de différentes concentrations a raison de 20 pl par disque,
puis déposés sur la surface de la gélose inoculée a I’aide d’une pince stérile. Des disques a
antibiotique (Néomycine N*° Oxacilline (OX)) sont utilisés comme témoins positif et les
disques imprégnés de DMSO comme témoins négatifs. Les boites de Pétri sont incubées
pendant 24 heures a 37 °C et I’activité antibactérienne est déterminée en mesurant le diameétre

des zones d’inhibition autour des disques.

11.6.2. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

» Principe

la CMI est la plus faible concentration de substance pour laquelle il n’y a pas de

croissance visible a I’ceil nu aprés un temps d’incubation de 18 a 24 h. Sa détermination a été
faite sur une microplaque.

» Mode opératoire
Une série de dilution des polyphénols (1/2 ,1/4 ,1/6,1/8,1/10,1/12,1/14 ,1/16 ,1/18 ,1/20,1/22)
a été préparé dans le BHIB.

L’inoculum & 10°UFC/mI a été dilué & 1/100 pour avoir la concentration de 10°
UFC/mL. Dans chaque puis sont mises 100ul de I’échantillon, 5ul de la suspension a
10°UFC/ml et 95 pl de BHIB. Le témoin négatif consiste en un mélange du BHIB et de
I’extrait, alors que le témoin positif est préparé avec la mixture de la suspension bactérienne et
le BHIB. Aprés incubation de la plaque a 37°C pendant 24h, les CMI sont déterminées
comme la plus faible concentration pour laquelle la croissance microbienne n’est pas observée

a I’ceil nu.
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11.6.3. Détermination la concentration minimale bactéricide (CMB)
La CMB correspond a la plus faible concentration capable de détruire 99,99% de
I’inoculum.
» Mode opératoire
A partir des puits n’ayant montré aucune croissance microbienne visible a ’ceil nu lors de
I’étude de la CMI, 5 ul de la préparation sont déposées sur gelose nutritive. La plus faible
concentration pour laquelle on n’observe pas de colonies microbiennes (99,99 de destruction)

apres incubation a 37 °C pendant 24 est la concentration minimale bactéricide CMB.

I1.6.4.Préparation d’HE d’origan et combinaison HE et PPT

Dans ce teste on a utilis¢ I’huile essentielle a 100 % et 50 % d’origan et les
Polyphénols de S. lacustris a 100 % et la combinaison entre HE et PPT contre S. aureus
ATCC25923, E. coli ATCC25922, B. cereus ATCC10876.

» Mode opératoire
L’aromatogramme consiste a estimer I’inhibition de la croissance des bactéries testées
soumis au contacte au huile essentielle 100% eta 50 %, le huile a 50 % est préparé avec 50

mL de HE et 50 mL de DMSO.
Cette méthode a été realisée sur milieu Mueller Hinton .Chaque suspension bactérienne

standardisée 10 'UFC /ml & été dilué & 1/100 pour obtenir une concentration de 10 > UFC/ml
ensuite on va I’ensemencée par un €couvillon dans les boites de pétri .les disques stériles
sont imprégné de 20 pl de huile essentiel de 100 % et HE a 50 % et déposés au centre de

chaque boite de pétri.
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I11. Résultats et discussion

I11.1. Teneur en polyphénols totaux

Les dosages effectués sur les extraits de la plante Scirpus lacustris L, ont pour

objectifs la détermination des teneurs en polyphénols totaux et en flavonoides.

Figure 14 : Photographie de six extraits de la plante Scirpus lacustris a différents
concertations.

La teneur en polyphénols a été déterminée par I’équation : y =9,4438x+0,0263. ET
chaque concentration a été rapportée en milligramme équivalent d’acide gallique dans 100
gramme de poudre (mg EAG/ 100 g de poudre) (figure 15).
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Figure 15 : Les teneurs en polyphénols totaux de six extraits.
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Les différents dosages effectués mettent en évidence une variabilité des teneurs en
polyphénols totaux, selon le type de solvant utilisé. En effet, la plus forte teneur est
enregistrée par 1’extrait éthanolique a 70% (245+0.05 mg EAG/ 100 g de poudre). Cette
derniére diminue dans I’extrait éthanolique 50 % (227+0.05 mg EAG/ 100 g de poudre),
suivie par la teneur en polyphénols des deux extraits aqueux a 25 °C et a 45 °C avec des
valeurs de 120.7+0.5 et 108.74+0.3 mg EAG/ 100 g de poudre respectivement et la plus
faible est obtenue avec I’éthanol a 25% (3.9+£0.02 mg EAG/ 100 g de poudre).

L’analyse de la variance (Tableau 04) montre une probabilité inférieure & 5 % pour un

facteur, donc la teneur en polyphénols totaux est influencée par le type de solvant.

Le test de NEWMAN-KEULS au seuil de signification de 5 % fait apparaitre 6

groupes homogeénes pour le facteur Solvant (tableau 05).

Plusieurs facteurs interviennent dans 1’évaluation des PPT des plantes .Ces teneurs
varient quantitativement et qualitativement d’une plante a une autre en fonction de la
méthode de I’extraction (Lee et al., 2003), du patrimoine génétique, de la période de récolte
et le stade de développement de la plante (Miliauskas et al., 2004). Les facteurs climatiques
(température), environnementaux (sol, salinité ...etc.), les maladies (Fallah et al., 2008 ;
Ebrahimi et al., 2008) et les conditions de stockage (Podsedek, 2007) sont aussi des facteurs

influencant la diversité des polyphénols.

Les études ont montré que les solvants organiques sont les meilleurs extracteurs de
polyphénols. De plus, leurs mélanges avec 1’eau permettent d’avoir une polarité modéree,
ainsi augmentent le taux d’extraction. Dans 1’étude de Gacioui et al., (2013) ont enregistre
une teneur plus importante des polyphénols qui a été extraite a I’aide d’un solvant
éthanolique a 70 % qui est été considéré comme le meilleur solvant d’extraction des
polyphénols des feuilles de la plante Olea europea sylvestris. Avec une forte teneur en
polyphénols (430£20.5 mg EQ/g de MS) et cette derniére est plus élevée par rapport a la
teneur obtenue dans notre fraction éthanolique a 70 %.

A notre connaissance, aucune ¢étude n’a été portée sur les polyphénols de la plante
Scirpus lacustris. Toutefois, les études d’Antoanela et al., (2015) portant sur une autre plante
de la méme famille Scirpus holoschoenus, ont révélé la richesse de son rhizome en composés

phénoliques en utilisant la méthode de chromatographie .
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La teneur en polyphénols dans notre extrait éthanoique a 70% de Scirpus lacustris est
supérieure a celle récupéree par Oussaid et al., (2018) (30.70+1.22 mg EQ/g de MS) a partir
de la racine de Scirpus holoschoenus, en utilisant la méthode d’extraction assistée par micro-
onde. Ce résultat est aussi supérieur a celui qui a été signalé par Oussaid et al. (2017), qui ont
enregistré une teneur de polyphénols de Scirpus holoschoenus avec une valeur de 98.32 mg
EQ/g de MS, en utilisant I’é¢thanol 70%.

I11.2. Teneur en flavonoides totaux

La teneur en flavonoides des six extraits a été déterminée par la méthode au
trichlorure d’aluminium ((AICI3) et le taux des flavonoides est obtenu a partir de la courbe
d’étalonnage ayant 1’équation : y =12.71x+0.0625. Sachant que la teneur en flavonoides est
exprimée en milligramme d’équivalent de quercétine dans 100 g de poudre (mg EQ/ 100 g
de poudre).

Les résultats obtenus pour la teneur en flavonoides totaux des six extraits sont

mentionnées dans la figure 16.

350 ~
300 -
250

200 -

150 -
100 -
50 I
0 : : : : :
E2s Eso E

70 E 100 T 25C° T 45C°

poudre

1

Teneur en flavonoides mg EQ /100g de

Extraits

Figure 16 : Les teneurs en flavonoides totaux des six extraits.

La plus forte teneur en flavonoides est enregistrée par 1’extrait aqueux a 45 °C
(310+0.00115 mg EQ/ 100 g de poudre), et cette teneur baisse a 200 +0.0012 mg EQ/ 100 g

de poudre dans I’extrait éthanolique a 70 %. Le taux des flavonoides dans les extraits
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éthanolique & 25 %, a 100 % et & 50% est de164+0.0001, 140+0.0011, 130+0.0041 mg EQ/

100 g de poudre respectivement.

D’aprés ces résultats, il parait que le solvant aqueux a 45 °C est le solvant qui permet
d’avoir la teneur en flavonoides la plus élevée, ceci pourrait étre dd a la lyse des cellules dans
I’eau distillée a 45 °C et la libération d’un maximum de molécules, et parmi eux les

flavonoides (Harrar, 2012).

Notre extrait hydraulique a 45 °C présente une teneur en flavonoides totale de 310 mg
EQ/ 100 g de poudre.

Ce résultat est supérieur a celui qui a été signalé par Oussaid et al., (2017) dont ils ont
enregistré une teneur en flavonoides totaux extraite avec 1’éthyle acétate (EA) a partir de

rhizome de la plante Scirpus holoschoenus qui est de 6.62 mg EQ/ 100 g de poudre.

L’eau généralement n’extrait que de faibles quantités de flavonoides. En effet, les
résultats obtenu par Bouabdallah (2014) a révélé une teneur en flavonoides totaux extraite
avec un solvant hydraulique a partir de la plante Olea europea Sylvestris n’est que 46.03 mg
EQ/g de MS.

L’analyse de la variance (Annexe 9) montre une probabilité inférieure a 5 % pour le
facteur solvant (p-value =0,00023<0.05), ce qui implique I’existence d’une différence
significative entre la teneur en flavonoides et le solvant utilisé donc cette derniére est
influencée par le facteur.

Le teste de NEWMAN-KEULS au seuil de signification de 5% fait apparaitre 3

groupes homogenes pour le facteur Solvant (annexe 10).
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I11.3.Capacité antioxydante totale (TAC).

La figure ci-dessus (Figure 17) illustre les résultats obtenus pour le test du pouvoir

antioxydant totale au molybdate d’ammonium.
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Figure 17 : La capacité antioxydante totale des extraits de la plante étudiée.

D’apres les résultats obtenus, on révéle une activité antioxydante appréciable de six
extraits éthanoliques et hydrauliques dont I’extrait éthanolique a 70 % est celui qui se
caractérise par la plus forte activité antioxydante totale (0.35+0.017). Les répercussions pour
I’extrait éthanolique & 50% et a 100 % et les deux extraits hydrauliques a 25 °C et a 45 °C
qui sont affectés d’une TAC moyenne qui sont respectivement (0.31+0.0034, 0.307+0.0029,
0.247+0.0014, 0.183+0.0014). La faible TAC est présent¢ dans Dextrait a 25 %
(0.87+0.0017).

Notre extrait éthanolique a 70 % présente la plus forte capacité antioxydante totale de
0.35.

Antoanela et al., (2015) ont montré dans leurs études que le rhizome de la plante
Scirpus holoschoenus L (Holoschoenus vulgaris L) présente une excellente activité

antioxydante et qu’ils ont attribués a son taux élevé en composes phénoliques.
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I11.4. Corrélation entre la teneur des polyphénols et capacité antioxydante
totale

L’analyse statistique de la corrélation entre les deux parametres: teneur des
polyphénols et la capacité antioxydante est faite sur STATISTICA.
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Figure 18: La corrélation entre les teneures des PPT et TAC.

La corrélation entre les teneurs de polyphénols totaux et la capacité antioxydante total
est représentée par une régression linéaire positive (Figure 18) et cette derniere montre une
meilleur relation entre la teneur des PPT et TAC avec -1<0.7353<1, plus les teneurs des

polyphénols totaux est forte plus I’activité antioxydante est meilleur.

Ces résultats sont en accord avec ce qui est annoncé par plusieurs auteurs que la
capacité antioxydante d’un extrait dépend de sa teneur en composés phénoliques (Stagos et
al., 2012 .,Amri et al.,, 2015, Guettaf et al., 2016). Il est évident que la forte activité
antioxydante enregistrée dans nos extraits est attribuée a leur richesse en composes

phénoliques.
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II1.5. Evaluation de Pactivité antibactérienne
La sensibilité des sept souches bactériennes ; Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Staphylococcus aureus (Non déterminé), Escherichia coli ATCC 25922, Klebseilla
pneumoniae ATCC 4352, Staphylococcus aureus ATCC 25223 et Bacillus cereus ATCC
10876, Streptococcus pyogenes (Non déterminé), pseudomonas aeruginosa ATCC27853, a
I’extrait éthanolique de Scirpus lacustris et de I’huile essentielle L est évaluée par la méthode
de diffusion sur gélose Mueller Hinton.
Rodriguez Vaquero et al. (2007), ont classé I’activité antibactérienne des extraits
selon le diamétre de la zone d’inhibition (@) comme suite
e () <1 mm: absence de I’activité antibactérienne ;
e @ =1mm : activité antibactérienne tres faible ;
e 2 <@ <3 mm: activité antibactérienne faible ;
e 4 <@ <5mm: activité antibactérienne modérée ;
e 6<@ <9 mm : activité antibactérienne forte ;
e (@ >9mm : activité antibactérienne tres forte.
I11.5.1. Effet de ’extrait de S. lacustris L
Nous avons imbibé les disques avec 20uL de ’extrait a différentes concentrations qui
vont de 128,6 mg/mL a 16 mg /mL
Selon la souche, I’extrait exerce une activité antibactérienne forte, modérée ou faible. En effet

le diamétre des zones d’inhibition varie de 6+0,00 & 13,25+0,5 mm (Annexe 3).
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Figure 19 : Effet des différentes concentrations de I’extrait (PPT) sur la sensibilité des

souches
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Les études portant sur le pouvoir antibactérienne du genre Scirpus sont rares,
toutefois, la plante S. lacustris L .n’a pas été visée.

Nos résultats révelent une activité dose - dépendante (figure 19) et (Annexe 02).

L’activité de I’extrait a 100% nous montre une activité antibactérienne forte contre S.
aureus ATCC25923 et S .aureus, S. pyogenes avec des diamétres d’inhibition de 12,5+0 et
13,25+0 ,25 etl12,75+0,25, respectivement. Une activité modérée a été effectuée sur K.
pneumoniae, B. cereus, avec des diametres de 11,75 % 0,25 et 11,75 £ 0,25mm,
respectivement. Par contre, une faible activité est enregistrée sur E. coli, P. aeruginosa avec
des diamétres de la zone d’inhibition de 9,5+ 0,29 mm et 9 ,25+0,25mm, respectivement.
On constate que I’activité de I’extrait a 70% ce rapproche de celle de I’extrait a 100%.

L’extrait a 50% présente une activité antibactérienne modérée contre S .aureus ATCC
25923 et S. aureus, S. pyogenes, K. pneumoniae, B. cereus avec des diametres (10,5 £ 0, 29
mm et 11,25 + 0,29mm et 10,5+0,29mm et 10,5 £ 0,29mm et 95 £ 0,29mm)
respectivement.

Comparativement aux travaux de (Ouendjeli, 2016) sur la plante de S. holoschoenus,
les fractions d’éthyle acétate pour les concentrations 100%, 70% et 50%,montre une activité
relativement importante contre P. aeruginosa (15,66 = 0,5mm, 15,5+1mm et 10,16+0,28mm).

D’apreés cette comparaison les fractions d’éthyle acétate S. Holoschoenus présente une
activité plus apte que celle des fractions éthanolique de S. lacustris L.

L’extrait 25% et 12,5% montre des activités antibactérienne faible contre S. pyogenes,
B. cereus avec des diametres qui ce vont de 8,25+ 0,25 mm a 8,5+ 0 ,29mm.

L’extrait a 50%, 25% et 12,5% présente une activité antibactérienne tres faible contre
E. coli et P. aeruginosa (Absence d’activité) diametres 6 mm. Tandis que, aucun effet n’a
été observé pour DMSO.

D’apreés, les travaux Oussaid et al, (2017) sur les Rhizomes de Scirpus holoschoenus,
les expériences de D’effet antibactérienne sur les microorganismes testées (S. aureus, B.
subtilis). Qui ont montré que les zones ont tendance a se restreindre a fur a mesure que les
concentrations de I’extrait diminuent.

Malgré I’existence des zones d’inhibition relativement faibles, nos résultats prouvent
la présence d’une propriété antibactérienne contre les sept microorganismes testés. Il est a
noter aussi que les bactéries a Gram(+) (S. aureus, S. pyogenes, B. cereus) ont été plus
sensible que les souches a Gram(-) (E. coli, K. pneumoniae), ceci est en accordance avec la

majorité des travaux antérieurs.
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La différence de sensibilité observée entre les souches testées pourrait s’expliquer par
la différence pariétale des 2 types de bactéries. En effet, les bactéries a Gram(+) permettent le
contact direct des composés hydrophobes avec les phospholipides de la membrane cellulaires,
ce qui pourrait causer des dommages structurels ou une rupture compléete des membranes
cellulaire. A T’opposé, les bactéries Gram (-) avec leur membrane externe composée de
phospholipides qui interféreraient avec les molécules, rend leur passage a travers la paroi
difficile surtout les composes hydrosolubles (Tian et al., 2009 ; Soundararajan et al., 2012).

L’analyse de la variance (Annexel6) montre une probabilité inférieure a 5% pour la
concentration de 1’extrait de S .lacustris (p-value=0,00), donc une différence hautement
significative de I’activité antibactérienne des sept souches en fonction des doses de I’extrait
éthanolique.

Le teste de NEWMAN-KEULS au seuil de signification de 5% (Annexe 14) fait

apparaitre 4 groupes homogénes pour le facteur Solvant.
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111.5.2. Détermination de la concentration minimale inhibitrice

La méthode de microplague nous a permis de déterminer les valeurs des CMI. Avec
des dilutions qui varient entre 64, 3 et 0,063 mg/mL (Annexe 04). Les résultats de la
détermination des CMI montrent une variabilité dans la sensibilitt¢ de la souche aux
différentes concentrations de I’extrait. Ainsi, que la croissance bactérienne diminue avec
I’augmentation de la concentration de ’extrait. Plus les CMI sont faibles plus I’activité
antibactérienne des extrait est meilleure. Les résultats obtenus sont présentés dans le
tableau(04)

Tableau 04 : Lecture des résultats de la concentration inhibitrice minimale

]/2 - - - -
]/4 - - - -
1/6 + - ) )
1/8 + + + +

X 1/10 + + + +

I 1/12 + + + +

2 1/14 + + + +

= 1/16 + + + +

S 1/18 + + + +

s& 1/20 + + + +

E 1/22 + + + +

e (-) absence de croissance visible (pas de trouble)

e (+) croissance (présence de trouble)

Il a été observé une diminution progressive de l’intensité du trouble induite par la
croissance des bactéries (S. aureus ATCC 25923, B. cereus, E. coli, S. aureus) au fur a

mesure que la concentration de 1’extrait éthanolique de S. lacustris augmentait dans les puits.

Absence de trouble dans les puits (B .cereus, S. aureus) aux les doses Y2, %4, 1/6

s’explique par I'inhibition de leur croissance bactérienne est du au l’action de I’extrait
éthanolique de S. lacustris. Par contre ’apparition des troubles a partir de la concentration
1/8 s’explique par présence de la croissance bactérienne et dii au fait de la faible dose

(diminution) de I’extrait extrait de S. lacustris.
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Absence de trouble dans les puits qui contient (S. aureus ATCC 25923, E. coli) aux

doses 1/2 ,1/4 est dli a I’inhibition de la croissance bactérienne causé par I’extrait.

11 faut rappeler que I’activité d’une substance végétale dépond de plusieurs facteurs,
dont le mode d’extraction et la concentration en principe actif (Wagner, 1993 ; Thangara et

al., 2000).
111.5.3. Détermination de la concentration minimale bactéricide

L’extrait est révélé actif sur S. aureus ATCC 25923 S. aureus et B. cereus et E. coli ce
qui a mené a la détermination de ces concentrations minimale bactéricides afin d’estimer le

degré de sensibilité du microorganisme a extrait testé.

La CMB a été déterminée par dépét de 5uL du contenu de chaque puits de la série de

dilution sur milieu Muller Hinton (Figure 22).

Les valeurs de CMB obtenues sont consignées dans 1’Annexe. Les valeurs de CMB

concordent en générale avec celles des diamétres d’inhibition.

Selon Marmonier (1990), lors que le rapport d’activitt CMB / CMI d’une substance
antibactérienne est inferieur au égale a 4 elle est qualifiée de substance bactéricide, qui est
considéré comme un type d’antimicrobien ayant la capacité de tuer des bactéries. Si le rapport
(CMB/CMI) est supérieur a 4 elle est dite bactériostatique, cette derniere a la capacité
d’inhiber la multiplication des bactéries sans les détruire. L’extrait éthanolique a donc une
activité bactéricide contre les microorganismes testés (S.aureus ATCC25923, S. aureus,
E. coli, B. cereus) avec les rapports de CMB/CMI (0.5), (4), (4), (2) respectivement (A nnexe
06).

*
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Figure 22: Photographie de concentration minimale bactéricide (CMB)
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II1.5.4. Effet de la combinaison I’extrait polyphénolique et huile essentielle
de I’origan sur les souches testees.

Pour évaluer [D’activité antibactérienne des extraits de la plante S. lacustris L sur
trois souche S. aureus, B. cereus, E. coli .pour cela on a réalisé une combinaison entre HE et
PPT et les résultats sont montré dans la figure(23).
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Figure 23 : Effet de polyphénols et huile a deux concentrations et I’effet de leurs associations

En vu de ces résultats (Annexe 05), les HE d’origan L et PPT de Scirpus lacustris L
agissent differemment sur les trois microorganismes testés. Dans le cas de HE 100% le
B. cereus semble étre la souche la plus sensible avec un diametre d’inhibition de
83,5+0,25mm, suivie par S. aureus avec un diamétre 64+0,25 mm, par contre E. coli présente
une forte sensibilité avec un diamétre 45,5+0,25mm. Contrairement a ces reésultats, les travaux
de Nait Slimane, Zaddi (2012) montre une faible activit¢ (10 mm) de des HE d’Origanum
glandulosum contre les deux souches E. coli et S. aureus.

D’aprés Dorman et Deans (2000), les différentes composantes des huiles essentielles
montrent diverses activités contre les bactéries a Gram négatif et a Gram positif, et que la
composition chimique des huiles essentielles peut varier selon plusieurs facteurs intrinséque et
extrinseque (Tahlou ,2004).

Selon (Rhayouret et al., 2011), les huiles d’origan et de girofle provoque la lyse

cellulaire des bactéries associées a une mortalité rapide sur E.coli et B. subtilis.
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Toutes les souches se révelent sensible a la combinaison des HE & 50% et PPT, les
zones d’inhibition sont réduites par rapport a HE 100%, Tandis que, la plus grande a été
enregistré sur S. aureus et E. coli avec des diamétres d’inhibition 30,5£0,25mm et
30,75+0,47mm respectivement, alors que la moins sensible était B. cereus avec un diameétre
22,5+0,28mm. L’effet d’HE a 100% et HE a 50% ainsi que la combinaison de PPT 100% et
HE a 50% est plus actif que 1’antibiotique.

L’analyse de la variance (annexe 17) montre une probabilité inférieure a 5% pour la
fraction éthanolique S. lacustris et huile essentielle de 1’ origan et leur combinaison avec un
seuil (p-value=0,00), donc la différence est hautement significative de 1’activité
antimicrobienne des fonctions souches en fonction de huile essentielle.

Le teste de NEWMAN-KEULS au seuil de signification de 5% fait apparaitre 4
groupes homogeénes pour le facteur huile essentielle.
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S ATCC 10876

Figure 24 : Effet des huiles essentielles de I’ origan et polyphénols de S. lacustris et leurs
associations sur I’activité antibactérienne
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Figure 25 : photographie des zones d’inhibitions de la croissance bactérienne induite par les
huiles essentielle d’origan.
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Les derni¢res décennies sont marquées par I'intérét particulier porté a la mise en
valeur des plantes a intérét médicinale comme source de substances bioactives naturelles. De
ce fait, de nombreuses études s’intéressent, de plus en plus, aux effets biologiques d’origine
naturelle. Dans ce contexte, nous avons évalué le pouvoir antioxydant et antimicrobienne de

la plante Scirpus lacustris L. qui est une plante rarement étudiée.

Quantitativement, 1’évaluation du contenu des polyphénols totaux extraient de la
racine de cette plante avec deux types de solvants : éthanoliques et hydrauliques a différentes
concentrations (25%,50 %,70%,100%, eau distillée a 25 °C, eau distillée a 45 °C). La
méthode de Folin-Ciocalteu révéle la présence des teneurs importantes en polyphénols
extraite par le solvant éthanolique & 70% qui a montre la plus forte teneur en polyphénols qui
est d’une valeur maximale 245+0.0005 mg EAG/ 100 g de poudre. Par ailleurs la
quantification des flavonoides des extraits a eté effectuer par la méthode du trichlorure
d'aluminium qui a permet d’obtenir une teneur des flavonoides trés importante qui a été
extraite par le solvant hydraulique a 45 °C qui a permet d’enregistrer une teneur de
310+0.00115 mg EQ/100 g de poudre. Ces résultats obtenus nous méne a conclure que la
plante de Scirpus lacustris est riche en composés phénoliques et particulierement en

flavonoides.

L’activit¢ antioxydante de six extraits a été évaluée par la méthode de
phosphomolybdate d’aluminium. Les résultats obtenus révélent que I’extrait éthanolique a
70% présente la capacité antioxydante la plus élevée (0.35+ 0.0175) en comparant avec la
TAC des autres extraits éthanoliques et les deux extraits hydrauliques. Toutefois, cette
activité se trouve affectée par I’augmentation de la teneur en polyphénols dont cette derniére
présente une meilleure corrélation avec ’activité antioxydante qui signifie une augmentation

des polyphénols conduit a une forte activité antioxydante.

L’effet de ’extrait sur I’activité antibactérienne de la racine de Scirpus lacustris vis-
a-vis de sept souches bactériennes [(Escherichia coli ATCC 25922, Klebseilla pneumoniae
ATCC 4352, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylococcus aureus (non déterminee )
et Bacillus cereus ATCC 10876, Streptococcus pyogenes (non determinée). Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853)], I’extrait a différents doses a une forte activité antibactérienne

contre les Souches de Staphylococcus aureus ATCC 25923 et Streptococcus pyogenes et

-
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Staphylococcus aureus et une activité moderée contre les souches de Klebseilla pneumonia et
Bacillus cereus et ils apparient que les souches a Gram(+) : (S. aureus, S. pyogenes, B. cereus
ont été un peu plus sensible que les souches a Gram(-) (E. coli, K. pneumonia). Ces résultats
montrent une différence hautement significative de I’activité antibactérienne de sept souches
en fonction des doses de I’extrait éthanolique de notre plante. De plus le degré de sensibilité
des souches, a été mis en évidence par la détermination de la CMI. Celle-ci a montré qu’avec
une CMI de 64, 3 et 0,063 mg /mL, L’extrait est révélé actif sur S. aureus ATCC 25923, S.
aureus et B. cereus et E. coli, ce qui a mené a la détermination de ces concentrations
minimale bactéricides afin d’estimer le degré de sensibilité du microorganisme a I’extrait

testé.

Une autre activité antibactérienne qui a été testée en utilisant I’huile d’origan dont
on a déterminé I’effet d’ huile a 100% et I’huile a 50 %, et ’extrait éthanolique a 100% et
I’huile combiné a I’extrait éthanolique de la plante Scirpus lacustris sur les souches de S.
aureus, B. cereus, E. coli. En testant ’huile a 100% a permet de détecter que B.cereus est la
souche la plus sensible, suivi par S.aureus, par contre E. coli présente une forte sensibilite.
Pour I’huile a 50% a permet d’enregistrer une trés forte sensibilité de deux souches S .aureus
et E .coli, la combinaison entre H 50% et Extrait a montré une sensibilité de tous les souches.

Les résultats d’HE a 50% et un peu plus que celui de ’association des PPT et HE.

L’effet HE a 50% et la combinaison de PPT 100% et HE a 50% est révele plus actif que
I’antibiotique de référence. Il ressort de la présente étude que la plante Scirpus lacustris peut
étre utilisee comme une bonne source naturelle d’agents antibactériens, antioxydants. En

perspectives et pour compléter cette étude, il serait intéressant de :

% Etudier I’effet de I’extrait de la plante Scirpus lacustris in vivo sur d’autres activités
biologiques (antiradicalaire, antidiabétique, anti-hypertensive, anti-inflammatoire,
anti-tumorale, antifongique etc....).

% Faire des études sur d’autres parties de la plante de Scirpe (tiges, feuilles).

¢ Intervenir d’autres paramétres comme le temps, la pression, les infrarouges et les

micro-ondes.

-
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«» Tester les extraits étudiés sur un nombre plus important de souches bactériennes et

initier les testes sur des souches fongiques.

% Identifier les principes actifs de cette espéce par d’autres méthodes comme la
méthode chromatographiques et la méthode assistée a micro-onde.
% Faire I’extraction huiles essentielles de cette plante et évaluer son activité

antioxydante et antibactérienne.
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ANNEXES




Annexe 01

Matériels et réactifs relatifs pour 1’évaluation des activités antimicrobienne et antioxydante de

S lacustris L.
Agitateur magnétiques, L’éthanol, L’eau distillée, Acide gallique
Balance de précision0.001 (KERN 770), bain-marie, Le réactif de Folin- Ciocalteu (acide
Etuve(MEMMERT), plaque chauffante (RYPA), Papier phosphotungstique(H PW O ) +d'acide
3 12 40

filtre (Wattman N°1), Rota vapeur

Spectrophotométrie visible (EV 9200), Réfrigérateur, phosphomolybdlque(H3PM01204O)

autoclave(WEBECO), bec benzéne, béchers, burette, Carbonate de sodium (Na,COs3)

éprouvette, cristallisoirs, mortier, tamis spatule, pince, anse, Phosphomolybdate d’ammonium

de platine ,pipette pasteur, cuves, tubes a essai,boites de Acide ascorbique.

pétri , écouvillons, embouts en plastiques stériles. Dimethylsulfoxyde, Acide sulfurique, Quercetine
Annexe 02

Composition des milieux de culture

e Gélose Muller Hinton

Hydrolysat acide de caséine 17 ,5¢
Amidon soluble 1,5¢
Agar 209
Eau distillée 1000ml
pHa25°C 7,4+0,2

e Bouillon Brain Heart Infusion (BHIB)

Peptone pancréatique de gélatine 2509
Chlorure de sodium 59
Phosphate disodique 2,59
Dextrose 0,29
Eau distillée 1000ml

pH & 25°C 7,440 2



e Gelose Nutritive (GN)

| Tryptone 69
Extrait de viande 39
Agar 12¢g
pH a 25°C 7,00,2
e Eau physiologique
' NaCl 9g
' Eau distillée 1000ml |
Annexe 03 :

Diamétres des zones d’inhibition par les différents extraits étudiés (en mm)

Extrait référence 12 5% 25% 50% 70% Antibiotique

souche

S. aureus ATCC25923 6,25+0,25 10,25+0 ,25 10 5+0,29 12+0,41 12,5+0 ,29 17+0,00
7 ,5+0,29 10 5+#0,29 11 ,2540,29 12,5+0,25 13 ,25+0,25 16+0,25
E. coli ATCC25922 6+0,00 6,25+0,25 7 ,5+0,29 8,5+0,29 9 ,5+0,29 14+0,00
K. ATCC4352 710,00 9,75+0,48 10 ,5+0,29 11+0 11,75+0,25 160,00
Pneumoniae
B .Cereus ATCC10876 7,25+0,25 8,25+0,25 9,540 ,29 10,75+0,25 11,75#0,25 160,00
Streptococcus 7+0,00 8 ,5+0,29 10,5+0,29 11,540 ,29 12 ,75+0,25  14+0,25
P. aeruginoss ATCC27853 6+0,00 6+0 8+0 8,75+0 ,25 9 ,25+0,25 8+0,00
Annexe 04

les différentes dilutions de I’extrait de la plante scirpus lacustris L utilisé dans ’activité
antibactérienne

N° dilution

Annexe 05

Diamétres des zones d’inhibition (E, H 50%, E+H50%, H 100%) en mm.

E+H50% H 100%
S. aureus 13,5+0,25 30,5+0,25 35+0,4 64+0,25
B.subtilis 12,25+0,25 22,5+0,28 25,5+0,28 83,5+0,28

E. coli 11,75+0 ,25 30,75+0,47 34,25+0,25 45,5+0,25




Annexe 06

Souches

Concentration minimale bactéricide de

I’extrait.

S .aureus ATCC 25923 8mg /mL

S .aureu 32mg /mL

B.cereus 16mg/mL

E .coli 8Mg/mL
Annexe 07

Analyse de la variance de la teneur polyphénols totaux.

SCE C.M. TEST F PROBA E.T. C.V.
0,001 17 0
VAR.FACTEUR 1 0,001 5 0 314,892 0
VAR.RESIDUELLE
1 0 12 0 0,001 7.51%
Annexe 08
Test de NEWMAN-KEULS au seuil = 5% de la teneur de polyphénols totaux.
F1_| LIBELLES | MOYENNES SROTEES HOMDGENES
3.0 S70% 0,024 A
2.0 S50% 0,022 B
5.0 | SEAU 45° 0,012 &
6.0 | SEAU25° 0,01 D
4.0 S100% 0,004
1.0 S25% 0,001 F
Annexe 09
Analyse de la variance de la teneur en flavonoides totaux .
S.CE DDL C.M. TESTF PROBA E.T. C.V.
VAR.TOTALE 0,001 17 0
VAR.FACTEUR 1 0,001 5 0 12,779 0,00023
VAR.RESIDUELLE
1 0 12 0 0,003 16,45%




Résumé

L’objectif de notre étude est d’évaluer 1’activité antioxydante et antibactérienne de 1’extrait de la racine
de Scirpus lacustris L. Ainsi, évaluer I’activité antimicrobienne a 1’aide d’une combinaison des polyphénols de
Scirpus lacustris L et Huile essentielle d’origan.

L’extraction des polyphénols et les flavonoides a été faite par macération avec deux types de solvants :
solvant éthanolique & différents concentration (100%,70%.50%,25%) et solvant hydraulique (Eau distillé & 25
°C et Eau distillé & 45 °C), qui & permet d’obtenir une meilleure teneur dans 1’extrait éthanolique a 70 % avec
une teneur de 245 mg EAG/100 g de poudre et une teneur importante de flavonoides dans 1’extrait hydraulique a
45 °C qui a enregistré une teneur de 310 mg EQ/100 g de poudre . La capacité antioxydante totale (TAC) a été
évaluée par la méthode de phosphomolybdate d’ammonium et d’aprés les résultats obtenus, les extraits ont une
bonne activité antioxydante.

Concernant ’activité antibactérienne de 1’extrait de S. lacustris, ’extrait a différents doses a été testé
sur sept souches bactériennes [(Escherichia coli (ATCC 25922), Klebseilla pneumoniae (ATCC 4352),
Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Staphylococcus aureus (non déterminée), Bacillus cereus (ATCC
10876), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Streptococcus pyogenes (non déterminée)], qui ont révélé
que ’extrait est actif sur S. aureus (ATCC 25923), S.aureus et B.cereus et E. coli. La CMI ont montré que
I’extrait a une meilleure activité antibactérienne contre les souches suivantes S. aureus; S. aureus (ATCC
25923) ; B. cereus ; E. coli et une activité modérée contre les souches de K. pneumonia et B. cereus et ce qui &
mené a la détermination de ces CMB afin d’estimer le degré de sensibilité du microorganisme a 1’extrait testé.et
I’activité antibactérienne de HE d’origan utilisé a 100 % ,50% Extrait a 100% de S. lacustris et leur
combinaison E et HE. L’effet de HE & 100% et HE & 50% et la combinaison de PPT 100% et HE & 50% est
révéle plus actif que ’antibiotique de référence.

Mots clés : Scirpus lacustris L, polyphénols, huile essentiel, activité antioxydante, activité antibactérienne,
solvant.

Abstract

The objective of our study is to evaluate the antioxidant and antibacterial activity of the root extract
of Scirpus lacustris L. thus, to evaluate the antimicrobial activity using the combination between polyphenols of
Scirpus lacustris L and oil essential of origan.

The extraction of polyphenols and flavonoids was carried out by maceration with two types of
solvents: ethanolic solvent at different concentrations (100%, 70%, 50%, 25%) and hydraulic solvent (distilled
water at 25 ° C. and distilled water at 45 ° C), who permit to obtain a better content in the 70% ethanolic extract
with a tenor of 245 mg EAG /100 g of powder and a important content of flavonoids was in the hydraulic
extract at 45 ° C who recorded atenor of 310 mg EQ /100 g of powder. The total antioxidant capacity (TAC)
was evaluated by the method of ammonium phosphomolybdate and after the results obtained, the extracts have a
good antioxidant activity.

Concerning The antibacterial effect of the extract of S. lacustris, the extract of different
concentrations was tested on seven antibacterial strains [( Escherichia coli (ATCC 25922), Klebseilla
pneumoniae (ATCC 4352), Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Staphylococcus aureus (non determine),
Bacillus cereus (ATCC 10876), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Streptococcus pyogenes (non
determine )], which have been shown that the extract was actif on S. aureus ATCC 25923, S. aureus and B.
cereus and E. coli. The MIC showed that the extract have a better antibacterial activity against the strains
following S. aureus (ATCC 25923); S. aureus; B. cereus; E. coli. And have a moderated activity against the
strains of K. pneumoniae and B. cereus. And that led to the determination of this MBC in order to estimate the
degree of sensibility of the microorganisms to the tested extract and the antibacterial activity of origan used at
100 % , 50%, and 100% extract of Scirpus lacustris and the combination between E and OE ,the effect of OE
at 100% and OE at 50% and the combination of 100% PPT and the OE at 50% is reveal more actif than the
antibiotic reference.

Key words: Scirpus lacustris L, polyphenols, essential oil, antioxidant activity, antibacterial activity, solvent.
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