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Résumé

Ce présent travail a pour objectif la valorisation de la plante Cymbopogon
schoenanthus par évaluation de ses activité antioxydante et antibactérienne. Les résultats
portant sur 1’optimisation indiquent que 1’extrait éthanolique est le plus riche en polyphénols,
alors que D’extrait méthanolique donne le meilleur rendement en flavonoides. L’huile
essentielle a été aussi extraite par hydrodistillation et le rendement est de 0,8 %. Le meilleur
pouvoir antioxydant a été enregistré avec I’extrait acétonique. Le méthanol 70% donne la plus
faible valeur de 1C50 avec le test scavenger du radical DPPH. Les résultats de ’activité
indiquent que I’huile essentielle de C. schoenanthus exerce une forte activité vis-a-vis de
Staphylococcus aureus 25923 et S. aureus MUS50 avec un diamétre de la zone d’inhibition de
39,33 + 4,496mm et 43,33 = 2,494mm, respectivement. Ces résultats laissent suggerer

I’utilisation des extraits de la plante étudiée comme alternative aux agents chimiques.

Mots clés : Cymbopogon schoenanthus, huile essentielle, polyphénols, activité

antioxydante, activité antibactérienne.

Abstract

This work aims to valorize Cymbopogon schoenanthus plant by evaluating its
antioxidant and antibacterial activities. The optimization results indicates that .the methanolic
extract is the richest in polyphenols, while the ethanolic extract gives the best flavonoids yield.
The essential oil was also extracted by hydrodistillation and the yield is 0,8
%. The best antioxidant power was recorded with the acetone extract. 70% methanol gives
the lowest value of 1C50 with the scavenger test of the DPPH radical. The activity results
indicate that the essential oil of C. schoenanthus has a strong activity against Staphylococcus
aureus 25923 S. aureus and MU50 with an inhibition diameter of 39,33 + 4,496mm and 43,33
+ 2,494mm, respectively. These results encourages the use of extracts from the studied plant

as alternative to chemicals products.

Key words: Cymbopogn schoenanthus, essential oil, polyphenols, antioxidant

activity, antibacterial activity.
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Introduction générale

Depuis des milliers d’années, les plantes jouaient un role important dans la vie de
I’homme. Afin de subvenir au besoin de base; nourriture, abris, vétements et besoins
médicaux, toutes les civilisations connues ont eu références aux plantes qu’elles soient
sauvages ou cultivées. Cette utilisation s’est évoluée progressivement avec 1’évolution des
besoins de I’homme. Au fil des siécles, il a réussi a distinguer les plantes toxiques des plantes
comestibles Cette distinction lui a permis d’adapter ces plantes comme source de guérison et

d’usage médicinal régulier.

Les plantes doivent leurs activités biologiques aux métabolites secondaires,
notamment les huiles essentielles et les polyphénols. Les huiles essentielles représentent des
molécules de fortes valeurs, utilisées dans la pharmacologie vue leur effet spécifique sur
d’autres organismes (Remmal et al., 1993), en cosmétologie, comme base de fabrication de
parfum et de produits dermatologiques. En agroalimentaire, elles servent pour rehausser le
golt, parfumer et colorer les aliments et leur conservation. Les études menées sur I’activité
antimicrobienne des huiles essentielles ont révélé qu’elles exercent une activité antifongique

(El Ajjouri et al., 2008), antiviral et antibactérienne (Bouzouita et al., 2008).

Les polyphénols, par leur capacité a piéger les radicaux libres, constituent de véritables
molécules antioxydants. Cette propriété pourrait étre exploitée pour remédier aux problémes
engendrés par le stress oxydatif tels peroxydation lipidique et les maladies cardiovasculaires.
Ils interviennent aussi dans la protection des plantes contre les différentes attaques

microbiennes, surtout fongiques (Bruneton, 1999).

Le genre Cymbopogon est tres répandu au Sahara Algérien. Ses particules florales
servent a préparer des infusés fébrifuges. Ses racines sont odoriférantes et sont utilisées en
parfumerie. Traditionnellement, la plante Cymbopognon schoenanthus est utilisée par les
populations de plusieurs régions Sahariennes (Ouargla, Ghardaia, Djelfa, etc.) pour traiter les

maladies digestives, diminution urinaire et aérophagie (Hammiche et al,. 2006).

Quoique certains auteurs de pays méditerranéens ou autre ont entrepris des études sur
cette plante (Koba et al., 2004 ; Khadri et al., 2010 ; Ben Othman et al., 2013 ; Hashim et al.,

2016), en Algérie, du moins a notre connaissance, cette espece végétale est tres peu étudier.



Introduction générale

Le but de ce présent travail est d'évaluer les activités antioxydantes et
antibactérienne de C. schoenanthus. Ce document est compose de deux parties. La premiere
est une revue de littérature qui consiste en un €tat de 1’art sur les huiles essentielles, les
polyphénols, leurs structures et activités biologiques. La deuxieme partie concerne le travail
personnel effectué et qui porte sur I’extraction des huiles essentielles et des polyphénols de
C. schoenanthus évaluation des activités antioxydante, antiradicalaire et antibactérienne

vis- a-vis des souches de Staphylococcus aureus.
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I.1. Généralités sur Staphylococcus aureus
1.1.1. Définition

Les staphylocoques ont été isolés pour la premiere fois en 1878, dans un pus d’abces
par Robert Koch en Allemagne. La dénomination de Staphylococcus a été introduite en 1883
par Ogston, son nom provient de 1’association des termes grecs Staphylé : grappe de raisin et

Kokkos: grain.

Le staphylocoque doré (Staphylococcus aureus) est l'espece la plus
pathogene du genre Staphylococcus. Elle produit de nombreuses toxines, ainsi responsable
d'intoxications alimentaires, d'infections localisées suppurées et, dans certains cas extrémes,
d'infections potentiellement mortelles (patient immunodéprimé, prothéses cardiaques). S.
aureus se présente comme une coque en amas (grappes de raisin), Gram positif et catalase et
coagulase positives. Sa teneur en caroténoides lui confére une couleur dorée a l'origine de son

nom.
Ci-dessous, la classification bactérienne de 1’espéce Staphylococcus aureus, selon

Bergey’s manual of systematic bacteriology (Prescott, 2010) :

Tableau I : Classification bactérienne de 1’espéce Staphylococcus aureus (Prescott,
2010).

Régne Bacteria
Embranchement Firmicutes

Classe Bacilli

Ordre Bacillales

Famille Staphylococcaceae
Genre Staphylococcus
Espéce Staphylococcus aureus



https://fr.wikipedia.org/wiki/Esp%C3%A8ce
https://fr.wikipedia.org/wiki/Pathog%C3%A8ne
https://fr.wikipedia.org/wiki/Genre_(biologie)
https://fr.wikipedia.org/wiki/Genre_(biologie)
https://fr.wikipedia.org/wiki/Cocci
https://fr.wikipedia.org/wiki/Gram_positif
https://fr.wikipedia.org/wiki/Gram_positif
https://fr.wikipedia.org/wiki/Catalase
https://fr.wikipedia.org/wiki/Carot%C3%A9no%C3%AFde
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1.1.2. Pouvoir pathogéne des Staphylococcus aureus”

La maladie humaine d’origine alimentaire est une intoxication due a I’ingestion
d’entérotoxines staphylococciques (SE), protéines thermorésistantes préformées dans
I’aliment, dans lequel S. aureus (Ou tout autre staphylocoque) producteur de SE a pu se

développer et produire sa (ou ses) toxine(s).

Les staphylocoques sont des bactéries ubiquitaires présentes sur la peau, les
muqueuses et la sphere rhinopharyngée chez les animaux a sang chaud (mammiferes, oiseaux)

et en particulier chez ’Homme.

Ces bactéries sont également isolées du sol, eau douce et eau de mer, poussiére, air.
Ainsi que I’environnement domestique de I’Homme (cuisine, réfrigérateur), dans le milieu
hospitalier et des ateliers de préparation alimentaire et a partir de denrées alimentaires. La
peau et les muqueuses de I’Homme et des animaux constituant 1’habitat de S. aureus. La
présence de ce micro-organisme dans 1’environnement est vraisemblablement due a une

contamination par I’Homme ou les animaux.

Les intoxications au SE décrites a ce jour sont d’origine alimentaire. La contamination
de I’aliment est le plus souvent d’origine humaine qui peut avoir lieu par contact direct ou
indirect (squames contaminées, gouttelettes issues des voies respiratoires contenant le micro-
organisme). La contamination des aliments peut aussi étre d’origine animale, la plus fréquente
étant la contamination du lait matiére premiére a partir des mammites. S. aureus peut aussi

causer des infections, parfois mortelles (panaris, etc.).

Quatre conditions sont requises pour que survienne la contamination d’un aliment par

S. aureus et ses entérotoxines :

»  Une source de staphylocoques producteurs d’entérotoxines (matiére premiére,
porteur sain ou malade, etc.)

»  Un moyen de transmission a I’aliment (outil de découpe souillé, porteur sain ou
malade, etc.)

» Un aliment présentant des caractéristiques physico-chimiques favorables a la

croissance de S. aureus et a la toxinogenése (cf. les aliments les plus «a risque »)

* https://www.anses.fr/fr/system/files/MI1C2011sa0117Fi.pdf



https://www.anses.fr/fr/system/files/MIC2011sa0117Fi.pdf

Chapitre | Syntheése bibliographique

»  Une température favorable pendant le temps nécessaire a une multiplication

bactérienne importante et & la toxinogenese.
1.1.3. Résistance de S. aureus aux antibiotiques

L’introduction de la méticilline, dérivé semi-synthétique de la pénicilline, pour le
traitement des infections staphylococciques était 1’alternative thérapeutique espérée. Mais a
peine un an plus tard, les premiéres souches hospitalieres de S. aureus résistantes a la
méticilline (SARM) sont apparues dans un hopital de Grande-Bretagne (Oliveira et al., 1961).
Le principal mécanisme de résistance a la méticilline est li¢ a la modification de cible des f—
lactamines. En effet, S. aureus produit naturellement 4 PLP, les SARM synthétisent une 5™
:la PLP2a (ou 2’), ayant une faible affinité pour les  —lactamines. (Daurel et Leclercq, 2008
; Ghernaout, 2013)

La résistance a la méticilline est croisée entre les différentes § —Lactamines : il s’agit

d’une résistance a la famille entiére, seule une molécule reste active : la ceftaroline.

La résistance acquise des staphylocoques aux aminosides est surtout due a la
production d’enzymes inactivatrices (Daurel et Leclercq, 2008). Les aminosides inhibent la
synthese protéigque en se fixant sur la sous-unité 30S du ribosome bactérien. Les études ont
aussi revélé la résistance des souches de Staphylococcus aux macrolides, lincosamides,

streptogramines B, fluoroguinolones, tétracyclines (Jehl et al., 2012) et aux chloramphénicol.

.2. Les Métabolites secondaires
Les métabolites secondaires sont des molécules organiques complexes synthétisees et
accumulées en petites quantités par les plantes. Ils permettent aux plantes de mieux s’adapter
a leur environnement et jouent des réles divers tel que la défense ou la signalisation. Ils sont
divisés principalement en trois grandes familles : Les polyphénols, les terpenes et les
alcaloides (Lutge et al., 2002 ; Abderrazak et Joél., 2007).

1.2.1. Les composes phénoliques

Les composés phénoliques constituent le groupe le plus répandu et le plus largement
distribué chez les végétaux. Ils sont représentés par plus de 8000 structures connues (Lugasi
et al., 2003) et sont présents dans toutes les parties des végétaux supérieurs (Boizot et
Charpentier., 2006).
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Leurs structures sont caractérisées par la présence d’un noyau benzénique auquel est
directement lié au moins un groupement hydroxyle libre, ou engagé dans une autre fonction
(éther, ester, hétéroside...etc.) (Bruneton, 1999 ; Lugasi et al., 2003).

1.2.2. Classification des composes phénoliques

La classification de ces composeés est basée sur la complexité du squelette de base, le
degré de modifications de ce squelette (degré d’oxydation, d’hydroxylation, de
méthylation...), et le type de liaisons possibles avec d’autre molécules (glucides, lipides,
protéines, autres métabolites secondaires pouvant étre ou non des composes phenoliques)
(Sarni-Manchado et Cheynier, 2006 ; Chira et al., 2008).

1.2.2.1. Les composés phénoliques simples
Ils présentent des structures chimiques allant du simple phénol en C6 aux flavonoides
en C15 et a des molécules proches (Sarni-Manchado et Cheynier, 2006 ; Chira et al., 2008).
a. Lesacides phénoligues
IIs possédent une fonction acide en plus de la fonction phénol. Ce sont des des

substances phytochimiques incolores (Sarni-Manchado et Cheynier, 2006).

b. Les acides hydrobenzoiques Les acides hydroxybenzoiques sont dérivés de
’acide benzoique et ont une formule de base de type C6-C1. Ils sont particuliérement bien
représentés chez les Gymnospermes et les angiospermes d’ou ils sont souvent libérés apres
hydrolyse alcaline du materiel végétal, en particulier de la lignine et de certains tannins
(Herrmann,1989).

R5 COOH

R4 R2
R3

Figure 01 : Structure de 1’acide benzoique (Chira et al., 2008)
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c.  Les acides hydroxycinnamiques
Les acides hydroxycinnamiques dont la structure de base est (C6-C3) est dérivée de
celle de 1’acide cinnamique. Les molécules les plus fréquentes sont 1’acide p-coumarique,

I’acide caféique, 1’acide férulique et 1’acide sinapique.

Figure 02 : structure de ’acide hydroxycinnamique (Laguerre et al., 2007)

d. Les coumarines

Les coumarines sont des composés aromatiques avec une structure de base (C6-C3)
dérivant des acides ortho hydrocinnamiques (Collin et Crouzet., 2011), Les coumarines
participent dans diverses activités biologiques : activités cytotoxiques, antivirales,
immunostimulantes, tranquillisantes, vasodilatatrices, anticoagulantes, hypotensives. Ils sont

trés utilisés en parfumerie et dans les produits cosmétiques (Gonzalez et al., 1997)

RT O
— 4
' i AN
R2—‘>\ / OH
R3

Figure 03 : Structure de base des coumarines (Bruneton, 2009)
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e. Les flavonoides
Le terme flavonoide désigne une tres large gamme de polyphénols (Seyoum et al.,
2006). Ils sont considérés comme des pigments quasiment universels des végétaux, souvent
responsables de la coloration des fleurs, des fruits et parfois des feuilles. A 1’état naturel, les

flavonoides se trouvent le plus souvent sous forme d’hétérosides (Bruneton, 1999 ; Ghestem

etal., 2001).

Figure 04 : Structure de base des flavonoides (Lamaison et Carnet, 1990)

Les flavonoides peuvent étre subdivisés en plusieurs classes dont les plus importantes
sont : flavones, isoflavandiols, flavanols, flavondiols, aurones, chalcones, anthocyanins
(Effendi et al., 2008).

Les structures des flavonoides sont des dérivés benzo-y-pyranne. Leur structure de
base est celle d’un diphényle propane a 15 atomes de carbone (C6-C3-C6), constitué de deux
noyaux aromatiques que désignent les lettres A et B, reliés par un hétérocycle oxygéné,
désigné par la lettre C. Les flavonoides sont substitués sur différente position et peuvent étre

liés a des sucres pour former des hétérosides.

1.2.2.2. Les composés phénoliques complexes

Ces composés résultent de la condensation de certaines formes simples (Sarni-
Manchado et Cheynier, 2006). Les formes condensées sont particulierement difficiles a
étudiées et dans la plupart des cas il faut les dégrader chimiquement ou enzymatiquement
avant de pouvoir les analyser. Il y’a deux grands groupes de formes phénoliques condensées
- les tannins et les lignines.
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a. Lestannins

Il existe deux grands groupes de tannins différents a la fois par leur réactivité chimique
et par leur composition : les tannins hydrolysables et les tannins condensés (Haslam, 1989 ;
Santos-Buelga et Scalbert, 2000).

» Les tannins hydrolysables
I1s sont d’abord caractérisés par leur aptitude a étre dégradés par hydrolyse chimique
(alcaline ou acide) ou enzymatique. lls libérent alors une partie non phénolique (souvent du
glucose ou de I’acide quinique) et une partie phénolique qui peut étre soit de 1’acide gallique

soit un dimere de ce méme acide, acide ellagique (Macheix et al., 2005).

Ces composés sont présents dans les plantes sous formes de gallotannins et
d’éllagitannins (Smith et al., 2005).

@()H
HO ‘ OH
O “~OH OH
OH )
HO OH
“OH

OH

Figure 05 : Structure de tanins condensés (Cowan, 1999)

» Les tannins condensés

Les tannins condensés sont des oligomeres ou des polyméres de flavanes-3-ol
(éventuellement de flavane-3,4-diols) dérivés de la (+) - catéchine ou de ses nombreux
isomeres. Ils sont résistants a I’hydrolyse et seules des attaques chimiques fortes permettent
de les dégrader. Ainsi, par traitement acide a chaud, ils se transforment en pigments rouges et
pour cette raison, les formes dimeres et oligomeres sont dénommées « proanthocyanidines »
(Macheix et al., 2005)

b.  Les lignines

Les lignines sont caractérisées par leur importance quantitative et biologique et de leur
signification dans 1’évolution des plantes. Elles doivent étre logiquement rattachées aux
composes phénoliques en raison de leur structure chimique et des voies de leur biosynthese

qui sont directement liées a celle des phénylpropanoides (Macheix et al., 2005).
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Le tableau Il présentent les différentes classes de polyphénols et leurs origines

Tableau Il : les principales classes des composes phénoliques (Harborne, 1980 ;

Macheix et al.,1990)

Squelette carbonée Classe exemple Origine (exemple)

C6 Phénols simples catéchol /

C6-C1 Acides p-Hydrobenzoique | Epices, fraise
hydroxybenzoique

C6-C3 Acides Acide caféique, | Pomme  de  terre,
hydroxycinnamique | férulique pomme
coumarines Scopolétine citrus

C6-C3-C6 flavonoides catéchine Fruits, légumes, fleurs

(C6-C3)n lignine / Bois, noyaux de fruits

(C15)n Tannins / Raisin rouge, kaki

1.3. Les huiles essentielles

Le terme « huile essentielle » (HE) a été inventé au 16°™ siécle par le médecin

Suisse Parascelsus Von Hohenheim pour désigner le composé actif d’un remeéde naturel (Burt,

2004).

Evans (1998) définit les HEs comme étant des substances organiques aromatiques

liquides, qu'on trouve naturellement dans diverses parties d’arbres, de plantes et d’épices.

Elles sont volatiles, odorantes et sensibles a I'effet de la chaleur

Selon la pharmacopée européenne (Ph. Eur.), une huile essentielle est un « produit

odorant, généralement de composition complexe, obtenue a partir d’'une matiere végétale

botaniquement définie, soit par entrainement a la vapeur d’eau, soit par distillation seche,

soit par un procédé mécanique sans chauffage ».

10
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1.3.1. Répartition, localisation et fonction

Les HEs n’existent presque que chez les végétaux supérieurs et sont réparties dans de
nombreuses familles (Apiaceae, Asteraceae, Cupressaceae, Lamiaceae, Lauraceae,
Myrtaceae, Poaceae, Rutaceae, etc.) (Bruneton, 2009). Elles peuvent étre stockées dans tous
les organes végétaux, a savoir les fleurs [oranger, rose, lavande ; le bouton floral (girofle)],
les feuilles (eucalyptus, menthe, thym, laurier, sarriette, sauge, aiguilles de pin et sapin), les
racines (vétiver), rhizomes (gingembre, acore), les fruits (anis, fenouil, badiane), les graines
(noix de muscade, coriandre), le bois et les écorces (cannelle, santal, bois de rose.) (Bruneton,
1993 ; Anton et Lobstein, 2005).

Elles sont produites dans le cytoplasme des cellules sécrétrices et s’accumulent dans
des cellules glandulaires spécialisees, situées en surface de la cellule. Elles sont alors soit
stockées dans une cellule transformée en cellule a essence, ou dans des poils glandulaires, des
poches sécrétrices, des canaux sécréteurs (Bruneton, 2009).

Le role exact des HEs dans le processus de vie de la plante reste inconnu. Cependant,
ils ont un role écologique bien établi dans le domaine des interactions végétales (agents
allélopathiques) par inhibition chimique de la germination que dans les interactions végétales
animales comme la protection contre les prédateurs tel que les insectes et les champignons et
attraction des pollinisateurs (Bruneton,1999). Ainsi que la protection contre la flore
microbienne infectieuse par les propriétés fongicides et bactéricides et contre les herbivores
(Porter, 2001 ; Guignard et al., 2004).

1.3.2. Composition chimique des huiles essentielles
Les huiles essentielles sont des mélanges complexes de molécules, souvent volatiles,
appartenant au groupe chimique des terpénoides qui se compose principalement de
monoterpenes et de sesquiterpénes. Ainsi que des composes aromatiques, dérivés du

phénylpropane beaucoup moins fréquents (Bruneton, 2009).

1.3.2.1. Composés terpéniques

IIs sont representés principalement par les terpénes les plus volatiles : les
monoterpenes (en C10) et les sesquiterpenes (en C15), qui sont classés selon leurs nombre de
cycle (composes acycliques, mono et bicycliques) et selon la nature des fonctions qu’ils
portent (éther-oxyde) (figure06) (Bekkali et al., 2008).

11
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. Terpenes

~Monoterpenes
Carbure monocyclic Carbure bicyclic
Cymene (“y™) or p.cymene Sabinene Alpha-pioene Betpinene
l/l] HaCo l
i R &) A
Alcohol ncyclic Phenol .
Citropellol Clernnmiol Carvacrol Thymol
| | B L _OH L
AR on L e [l
|| \f’ [ "OH
Sesquerpitenes
Carbure Alcohol
Famesol Ciryophyllene
i i i OH l ]
: H

Figure 06 : Structure chimique de quelques terpenes des huiles essentiels (Bekkali et al.,
2008).

a. Les monoterpenes
Les monoterpenes contiennent plus de 900 composés connus, ils se trouvent

principalement dans 3 catégories structurelles :

»  Les monoterpéenes linéaires (acycliques) : (myrcéne, ocimenes)

»  Les monoterpénes avec un cycle unique (monocycliques) : (a- ety-terpinéne).
»  Avec deux cycles (bicycliques) : (pinénes, camphéne, sabinéne).

Ils sont caractérisés par différentes fonctions : alcools, cétones, esters, aldéhydes,

éthers, peroxydes, phénols.

b.  Lessesquiterpénes
Les sesquiterpénes peuvent étre également comme les monoterpénes :

»  Acycliques (farnésol),
»  Monocycliques (humulene, a-zingiberéne)

»  Polycycliques (matricine, artéannuine, p-artémisinine).

12
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IIs renferment aussi des fonctions comme I1’alcools (farnésol, carotol, B-santalol,
patchoulol), cétones (nootkatone, cis-longipinane-2.7-dione, [-vétivone), aldéhydes

(sinensals), esters (acétate de cédryle) (Bruneton, 1999 ; Laouer, 2004).
1.3.2.2. Composés aromatiques dérivés du phénylpropane

Les composés aromatiques dérivés du phénylpropane sont souvent des allyles, des
propenylphénols et parfois des aldéhydes (Bekkali et al., 2008). La figure 07 représente les

principaux composes aromatiques dérivés du phénylpropane.

2. Aromatic compounds

Aldehyde Alcohol Phenol Phenol
Cinnamaldehyde Cinnamyl alcohol Chavicol Eugenol
o CH;
Y S
= = OCH,
OH

Methoxy derivative Methoxy derivative Methylene dioxy compound

Anethole Estragole Safrole

AWQOCHg =/—<\j/>~OCH3 <oﬁ

0 N X

3. Terpenoides (Isoprenoides)

Ascandole Menthol

Figure 07 : structure chimique de quelques composes aromatiques des huiles
essentiels (Bekkali et al., 2008)

1.3.3. Propriétés physico-chimiques

Malgré leurs différences de constitution, les huiles essentielles possedent en commun
un certain nombre de propriétés physiques : Elles sont liquides a température ambiante ;
volatiles et entrainables a la vapeur d'eau. Elles sont habituellement incolores ou jaunes pales

lorsqu'elles viennent d'étre préparées et leur densité est inférieure a 1.

Les huiles essentielles sont insolubles dans I'eau, mais solubles dans la plupart des
solvants organiques et les huiles végétales. Elles sont sensibles a 1’oxydation et donc de

conservation limitée (Catier et Roux, 2007).

13



Chapitre | Syntheése bibliographique

1.3.4. Techniques d’extraction des huiles essentielles

La sensibilité de certains constituants des huiles essentielles et la variété des matiéres

premicres donnent différentes méthodes d’extraction :

1.3.4.1. La distillation et entrailnement a la vapeur d’eau
Cette technique ne met pas en contact direct I’eau et la maticre végétale a traiter. Une
vapeur d’eau fournie par une chaudiére traverse la matiére végétale située au-dessus d’une
grille, a une distance du fond de I’alambic, remplie d’eau. Sous 1’action de la chaleur, I’huile
essentielle est vaporisee pour former un mélange « eau + HE », ce mélange est ensuite
véhiculé vers le condenseur. Le produit de distillation se sépare donc en deux phases distinct
: ’HE et I’eau condensée qui sont séparées par décantation pour donner I’huile essentielle

(Belaiche, 1979 ; Garnero, 1991 ; Bendjilali, 2004).

Figure 08 : Schéma de montage de la distillation (Anonyme)

1.3.4.2. Hydrodiffusion

L’hydrodiffusion est une variante de 1I’entrailnement a la vapeur. Elle consiste a pulser
de la vapeur d’eau a trés faible pression (0.02-0.15 bar) a travers la masse végétale du haut
vers le bas, en utilisant la pesanteur comme force de déplacement de la vapeur. L'HE dans
cette méthode a une appellation spéciale : « essence de percolation ». L'avantage de cette
méthode est d'étre plus rapide, elle permet une économie d’énergie due a la réduction de la
durée de la distillation. Elle est moins dommageable pour les composés volatils.
(Franchomme et al., 1990).
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Figure 09 : extraction des huiles essentielles avec hydrodiffusion (Anonyme)
1.3.4.3. Hydrodistillation ou distillation & ’eau

C’est la méthode normée pour I’extraction d’une huile essentielle, le matériel végétal
est en contact direct avec 1’eau. Elle consiste a immerger directement le matériel végétal dans
un bain d’eau qui est ensuite porté a ébullition. Les vapeurs hétérogenes sont condensées sur
une surface froide et I’huile essentielle se séparent par différence de densité (Bruneton, 1999).
L’HE forme avec la vapeur d’eau un mélange qui est séparé ensuit par décantation.
Cependant, la température inconnue, la modification de couleur, de 1’odeur et de la

composition de I’huile essentielle posent un majeur probléme (Chalchat,1997).

Réfrigérant (ou condenseur)

Thermométre —p H‘\'-;-"f"’ Y~ /L
it ~ — e

~ g o Bt Erlenmeyer

Décoction -5 Y4 s ¥ /
Chauffe-ballon ™ 4 — /4 Huile essenticlic
A Eau o

Support clévateur

Figure 10 : Méthode d’extraction des huiles essentielles par hydrodistillation (Anonyme)
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1.3.4.4. Extraction par les solvants organiques volatils

Cette méthode est utilisée pour les organes végétaux présentant une concentration en
essence relativement faible ou pour les essences que I’on ne peut pas extraire par distillation.
Dans ce procédé, un épuisement des plantes est effectué a I’aide d’un solvant volatil, grace a
des lavages successifs, le solvant va se charger en molécules aromatiques dont 1’évaporation
laisse un résidu trés coloré et trés aromatique concréte qui pourra étre par la suite brassé avec
de I’alcool absolu, filtrée et glacée pour en extraire les cires végétales (Belaiche, 1979 ;
Duraffourd et al., 1990).

L’emploi restrictif de 1’extraction par solvants organiques volatils se justifie par son
codt, les problémes de sécurité et de toxicité, ainsi que la reglementation liée a la protection

de I’environnement (Lagunez Rivera, 2006).

1.3.4.5. L’extraction par micro-ondes

Le materiel végétal est immerge dans un solvant transparent aux micro-ondes de
maniére a ce que seul le végétal soit chauffé. Les micro-ondes vont chauffer 1’ecau présente
dans le systeme glandulaire et vasculaire de la plante, libérant ainsi les produits volatils qui
passent dans le solvant (non chauffé¢). L’extraction par micro-ondes a un grand avantage de

réduire le temps d’extraction a quelques secondes (France Ida, 1996).

Figure 11 : Extraction assistée par micro-onde (Anonyme)
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1.3.4.6. Extraction par ultrasons

L’extraction par les ultrasons est une technique de choix, pour les solvants de faible
point d’ébullition, a des températures d’extraction inférieures au point d’ébullition.
L’avantage essentiel de ce procédé est de réduire considérablement la durée d’extraction,
d’augmenter le rendement en extrait et de faciliter I’extraction de molécules thermosensibles

(Lagunez-Rivera, 2006).

I.4. Cymbopogon schoenanthus
Le genre Cymbopogon regroupe 140 espéces (Khanuja et al., 2004), avec une grande
différence morphologique et chemotypique (Nathet al., 2002).

1.4.1. Taxonomie
Selon Sahki et Sahki Boutamine (2004), la systématique de la plante est la suivante :

e Embranchement : Spermaphytes

e Sous embranchement : Angiosperme
e Classe : Monocotylédones

e Ordre : Poales

e Famille : Poaceae

e Genre : Cymbopogon

e Espéce : Cymbopogon schoenanthus(L)

»  Nomenclature
e Noms arabe : Lammad, Sounboul el Arabe
e Nom francais : jonc aromatique, citronnelle (Sahki et Sahki Boutamine,
2004).

C. schoenanthus une plante en touffes épaisses, serrée dépassant 1 metre de hauteur.
Les feuilles sont étroites, souples puis coriaces et s’enroulant sur elles méme (Sahki et Sahki
Boutamine, 2004). Les tiges florales sont dressées et nombreuses. Les inflorescences sont en
forme de panicules aux épis plus ou moins teintés de violet semblent voltiger au-dessus de la
touffe. En dehors des périodes humides, elle se présente sous forme de paille jaunatre. Toute

la plante, mais surtout la partie inférieure, dégage une odeur puissante et trés agreable
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en se desséchant (Benchalah et al.,2004). La plante colonise les sols caillouteux, les lits

d'oueds et les ravins, et une période de vegétation en avril-mai.
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Figure 12 : Cymbopognon schoenanthus (chehma, 2002)
1.4.2. Utilisation traditionnelle

C. schoenanthus est tres réputée pour ses vertus médicinales. Ses gaines foliaires et
sont utilisées en infusion comme diurétique et pour donner de I'appétit (Benchalah et al, 2000
; Sahki et Sahki Boutamine, 2004). En décoction, elle sert pour soigner les troubles

intestinaux, soulager les maux de reins et les intoxications alimentaires (Ketoh et al.,2006).
1.4.3. Profil phytochimique de la plante

L'huile essentielle de citronnelle contient des monoterpénes. Elle contient également
des aldéhydes monoterpéniques comme le citral, le géranial et le néral. Le géranial a une
tres forte odeur de citron tandis que le néral a une odeur plus douce. Le myrcene est classé
comme un hydrocarbure et plus précisément comme un monoterpene. Sa formule brute est
C10H16.
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Citral B Citral A Myrcéne

Figure 13 : les principaux composants de la citronnelle (De-Oliveira et al., 1997)

Le géraniol et le citronellol, de la famille des alcools terpéniques, sont des composants
que l'on obtient par la distillation des essences de citronnelle. Les essences de citronnelle

comportent entre 20% et 40% de géraniol et entre 10% et 20% de citronellol

Limonéne Geéraniol Citronellol

Figure 14 : Quelques composantes de ’huile essentielle de la citronnelle. (De-Oliveira et
al., 1997)

1.4.4. Travaux antérieurs

Des recherches sont menées sur les vertus hypoglycémiantes des feuilles de
citronnelle, qui ont une propriété eupeptique. Méme s'il n'est pas encore question de
traitement, l'utilité de la citronnelle, pour les personnes diabétiques, semble étre démontrée.
Des travaux portent également sur les effets du citral, principal composant de I'huile

essentielle de citronnelle, pour empécher les cellules cancéreuses de provoquer des morts
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cellulaires. Des recherches in vitro ont eté effectuées dans ce sens, mais leurs résultats n'ont
pas été verifies sur des espéces animales ou sur 'homme. Des résultats plus prometteurs ont
d'ores et deja été obtenus en matiere de prévention de certains cancers, particulierement du

colon, du tube digestif, du poumon, du foie et de la peau.”

1.5. Activité antioxydante
1.5.1. Les radicaux libres
Les radicaux libres sont des particules tres petites, trés actives et Un radical libre
est une molécule ou un atome ayant un ou plusieurs électrons manquant, ce qui le rend
extrémement réactive et pouvant causer beaucoup de dégats. (Vansant, 2004). L'ensemble des
radicaux libres et de leurs précurseurs est souvent appelé « espéces réactives de I'oxygéne »
(Favier, 2003).

Les dérivés réactifs de I’oxygene incluent les radicaux libres de I’oxygeéne proprement
dit dont les principaux sont (I'anion superoxyde (O2e), le radical hydroxyle (OH-), le radical
peroxyde (ROQ") et I'oxygéne singulet (O " 2), mais aussi certains déesoxygenés réactifs non
radicalaires dont la toxicité est importante tels que le peroxyde d’hydrogene (H202) et le
peroxynitrite (ONOO-) (Mata et al., 2007).

1.5.2. Le stress oxydant

A doses raisonnables les radicaux libres sont utiles pour 1’organisme et la balance
antioxydants/ pro-oxydants est en équilibre.

La surcharge des radicaux libres provoque des lésions directes de molécules
biologiques : oxydation de I’ADN, des protéines, des lipides et des glucides et aussi des
Iésions secondaires dues au caractéere cytotoxique et mutagéne des métabolites libérés lors de
I’oxydation des lipides (Favier, 2003).

En cas de déficit en antioxydants ou surproduction de radicaux, 1’excés de ces

radicaux provoque le stress oxydatif (Favier, 2003).

Le stress oxydant, est la principale cause de plusieurs maladies humaines chroniques
cancer, maladies cardiovasculaires et neurodégénérative, vieillissement, diabéte,

rhumatismes, inflammations gastro-intestinale (Uttara, 2009).

* http://www.doctissimo.fr/html/sante/phytotherapie/plante-medicinale/citronnelle.htm
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Figure 15 : le stress oxydant (Christophe et al., 2011)

1.5.3. Le pouvoir antioxydants des métabolites secondaires
Les polyphénols sont capables de piéger les radicaux libres et empécher le
déclenchement des chaines radicalaires en décomposant les hydroperoxydes, inhiber certains
enzymes comme exemple le xanthine oxydase et chélater les catalyseurs d’oxydation (cuivre,
fer...) (Yang et al., 2007).

Les antioxydants sont des molécules ou des microconstituants capables d’interférer
avec les radicaux libres (Rezaire,2012). Ils peuvent empécher 1’oxydation d’un autre substrat
en s’oxydant eux méme plus rapidement que celui-ci. A cause de leur structure stable les
antioxydants peuvent carrément arréter la réaction (Boyd et al., 2003).

Selon (Rezaire, 2012), un bon antioxydant se devra de respecter quelques criteres :

>  Etre capable de piéger directement et spécifiquement les radicaux libres.

»  Chélater des ions de métaux de transition (Fe2+, Cu+) d’importance biologique
capables de promouvoir la production de radicaux libres par la réaction de Fenton.

»  Interagir avec d’autres antioxydants, et, dans la mesure du possible, les
régénérer.

»  Avoir un effet positif sur I’expression génique.

>  Etre rapidement absorbé.

»  Avoir une concentration qualifiée de « physiologique » dans les tissus et les
fluides biologiques.

>  Etre efficace en milieu aqueux et/ou dans le milieu membranaire.
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L’activité antioxydante des polyphénols présents dans la plante est liée a leur
structure chimique, qui dépond essentiellement du nombre et de la position de groupes
hydroxyles dans la molécule (Han et al.,2007).

Il est rapporté que certaines huiles essentielles sont plus efficaces que quelques
antioxydants synthétiques (Hussain et al., 2008, 2010). L'activité antioxydant des HEs est
associée a certains alcools, éthers, cétones et aldéhydes monoterpéniques : le linalool, le 1,8-
cinéole, le géranial/néral, le citronellal, I''somenthone, la menthone et quelques monoterpénes

: a-terpinéne et y-terpinene (Edris, 2007).

1.6. Activité antibactérienne
Les constituants des extraits de plantes sont actifs contre une large gamme de
bactéries, levures et champignons. Les polyphénols sont connus par leur toxicité vis-a-vis
d’une large gamme de microorganismes (Cowan, 1999 ; Basli et al., 2012). Chez les végetaux,
une contamination par des microorganismes pathogénes entraine une forte augmentation des
teneurs en composés phénoliques, ce qui correspond a la mise en place de mécanisme de
défense de la plante (Macheix et al., 2006 ; Meziani et al., 2015).

1.6.1. Mécanismes d’action

Les métabolites secondaires exercent deux effets différents sur les microorganismes ;
soit un effet bactéricide (activité létale) ou un effet bactériostatique qui est une inhibition de

la croissance. Toutefois, 1’effet bactériostatique est plus répandu (Zekri, 2017)

Les composants bioactifs des HEs ont des actions antibactériennes spécifiques. Ils
agissent en particulier au niveau de la membrane et du cytoplasme, et dans certains cas,

modifient complétement la morphologie des cellules (figure 16) (Bouyahya et al, 2017).
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Figure 16 : Mécanisme d’action des huiles essentielles sur la cellule bactérienne

Bouyahya et al, (2017)

1.6.2. Méthodes de détermination de I’activité antibactérienne

I1 existe différentes méthodes pour déterminer 1’activité antibactérienne des HEs :

a. Méthode de micro-atmosphere

Cette méthode consiste a déposer un disque de papier filtre imprégné d'HE au centre
du couvercle d'une boite de pétri, sans que I'HE entre en contact avec la gélose ensemencée
par les micro-organismes. La boite est hermétiqguement fermée. Les substances volatiles
s’évaporent dans la boite et les cellules sensibles de 1’inoculum s’inhibent. La lecture du test
repose sur la croissance ou non de I’inoculum (Menaceur, 2015)

Toutefois cette méthode ne mesure pas la vraie activité antibactérienne des HEs, mais

uniquement ’activité des composés volatiles a la température d’incubation. (Bouchiki, 1994).

b.  Méthode de diffusion (Aromatogramme)

Cette méthode consiste a déposer des disques de papier imprégnés de produit a tester
sur la surface d’une gélose uniformément ensemencé. L’effet antibactérien se traduit par une
zone circulaire indemne de colonie autour des disques, dite zone d’inhibition et dont le

diamétre est proportionnel a la sensibilité de la souche testée (Fauchére et Avril, 2002).
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c.  Meéthode des puits
Elle consiste a découper un trou circulaire dans la gélose ensemencée de la suspension
bactérienne et y versé I’extrait d’une concentration connue. L’extrait diffuse crée une zone

d’inhibition circulaire a la surface de la gélose (Dorman et Deans, 2000)

d. Méthode de dilution (CMI et CMB)

Cette technique consiste a inoculer une gamme de concentration décroissante de
I’extrait a tester. Apres incubation I’observation des dilutions permet de déterminer la CMI.
La concentration minimale inhibitrice (CMI) est dite la plus faible concentration qui inhibe la
croissance de I’inoculum bactérien (Perry et al., 2004). Les résultats de la CMI permettront
de définir la concentration minimale bactéricide (CMB) qui est la plus faible concentration en

extrait qui peut tuer 99,9% de I’inoculum bactérien initial (Menaceur, 2015).
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Chapitre 11 Matériels et Méthodes

I1.1. Matériel végétal
11.1.1. Préparation du matériel végetal
La citronnelle (Cymbopogon schoenantus) a été récoltée dans la wilaya de

Djelfa, au mois de Mars 2019. L’identification de la plante a été faite par Monsieur Benhamou
Karim, du haut-commissariat au développement de la Steppe.

La plante a été séchée a ’air libre et a I’abri de I’humidité. Les feuilles seches ont été
utilisées pour I’extraction de I’huile essentielle. Les racines ont été broyées a 1’aide d’un
broyeur électrique. La poudre est obtenue a 1’aide d’un tamis ayant un diametre inférieur a

200um est conservé dans un sac en papier jusqu’a son utilisation.

11.2. Méthodes
11.2.1. Extraction des polyphénols
Les composes phénoligques sont été récupérés par macération. Afin d’avoir un extrait

le plus riche possible, I’extraction a été optimisée comme suit :

Effet de la teneur en eau : trois solvants organiques (acétone, méthanol et éthanol)
ainsi que leurs mélanges avec 1’eau a différents rapports sont utilisés (20%, 50%, 70%, 98%).
0.5 g de la poudre sont macérées dans 25mL de solvant extracteur pendant 3h, selon le
protocole de Oussaid et al., 2017 (avec quelques modifications). Apres filtration, les filtras

sont centrifugés a 9000 tours/min pendant 30 minutes.

11.2.2. Effet de la combinaison des solvants : Dosage des polyphénols

Le dosage des polyphénols est réalisé par la méthode du Folin-Ciocalteu (Figure 17). Le
réactif de Folin-Ciocalteu est constitué par un mélange d’acide phosphotungstique (HsPW12040)
et d’acide phosphomolybdique (HsPMO12040). 11 est réduit, lors de 1’oxydation des phénols, en
un mélange d’oxydes bleus de tungsténe et de molybdéne. La coloration bleue produite est
proportionnelle a la quantité de polyphénols présents dans le milieu réactionnel (Ribéreau-
Gayon et Gautheret 1968). Le protocole expérimental utilisé est celui décrit par (Georgea et al.,
2005).
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L’absorbance de la couleur bleue obtenue est mesurée au spectrophotometre a 760 nm
contre un blanc. Les résultats obtenus sont rapportés a une courbe d’étalonnage préalablement

réalisée avec un polyphénol témoin qu’est I’acide gallique (annexe I).

100 pL d'extrait + 1 mL du réactif de Folin-
Ciocalteu dilue

O

laisser 5 min

O

Ajouter 1 mL de Bicarbonate de sodium (7,5%)

U

Incubation a 50°C pendant 15 min

U

Absorbance a 760 nm contre un blanc

Figure 17 : Protocole de dosage des polyphénols (Georgea et al., 2005).
11.2.3. Dosage des flavonoides

Les teneurs en flavonoides sont déterminées par la méthode de chlorure d’aluminium.
En effet, les flavonoides possedent un groupement hydroxyle (OH) libre en position 5
susceptible de donner en présence de chlorure d’aluminium un complexe jaunatre, par
chélation de I’ion AI™3. La coloration jaune produite est proportionnelle a la quantité de
flavonoides présente dans I’extrait (Ribéreau-Gayon et Gautheret 1968).

Le protocole utilisé est celui de Bahorun et al., (1996) : 1,5 mL d’extrait sont mélangé
avec le méme volume d’AlCl3 (2%), apres incubation a température ambiante pendant 10 min,
les absorbances sont mesurées a 415 nm. La quercétine est utilisée comme standard et la

courbe d’étalonnage est présentée dans I’annexe II.

26



Chapitre 11 Matériels et Méthodes

11.2.4. Combinaison des solvants
Une fois que les meilleurs rapports des trois solvants organiques utilisé sont
déterminer (Acétone 70%, Ethanol 50%, Méthanol 70%), une extraction solide/liquide est

réalisée en combinant les trois différents solvants. Les combinaisons sont :

1: méthanol 70%.

2 : éthanol 50%.

3 : acétone 70%.

4 : Y% ((méthanol ; acétone)70%)

5: % (méthanol 70%, éthanol 50%)

6 : %2 (acétone 70%, éthanol 50%)

7,11, 12 : 1/3 (méthanol 70%, acétone 70%, éthanol 50%)
8: 4/6 (méthanol 70%) 1/6 (acétone 70%, éthanol 50%)
9: 4/6 (acétone 70%) 1/6 (méthanol 70%, éthanol 50%)
10 : 4/6 (éthanol 50%) 1/6 ((méthanol, acétone) 70%).

11.2.5. Extraction de I’huile essentielle (HEC)

L’huile essentielle de Cymbopogon schoenanthus est extraite par hydrodistillation
(fig01). Les feuilles séches sont mises dans un ballon a fond rond, additionnées d’une quantité
d’eau distillée. L’HEc est alors entrainée par la vapeur d’eau. Elle est ensuite condensée en
passant par le réfrigérant. Le liquide recueilli résulte en un distillat avec une couche d’HE

mince a la surface qui sera par la suite séparée a I’aide d’une ampoule a décanter. L’HEc

obtenue est gardée au réfrigérateur a 1’obscurité jusqu’a son utilisation.
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Figure 18 : Appareil d’extraction de 1’huile essentielle

Le rendement en huile essentielle s’exprime par le rapport entre la quantité d’huile
extraite et la quantité de matiere végétale utilisée pour I’extraction. Il est calculé de la maniere
suivante :

masse de I’huile essentielle obtenu (MHE)

R (%)= S — %100
(%) masse de la matiere vegetale utilisée (MVE)

11.2.6. Détermination de I’activité anti-oxydante

11.2.6.1. Activité antioxydante totale

Le test de molybdate d’ammonium est une méthode quantitative pour évaluer la
capacité antioxydant. 1l est basé sur la réduction du Mo*® en Mo* avec la formation d’un
complexe phosphate_Mo™ de couleur verte en milieu acide (Bougatef et al., 2009).

Une dilution décimale a été réalisée pour les extraits phénoliques. Selon les
recommandations de Prieto et al., (1999) 3 ml de la solution de molybdate (La solution a été
préparée en mélangeant 16,31 ml d’Acide sulfurique, 494 mg de molybdate d’ammonium,
498 mg de sulfate de sodium dans 100 ml d’eau distillé) sont ajoutés 300ul d’extrait
phénolique a différentes concentrations. Apres incubation a 95°C pendant 90 min, une lecture
au spectrophotomeétre a 595 nm contre un blanc est réalisée. L’acide ascorbique est utilisé

comme standard.
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11.2.6.2. Activité anti-radicalaire (DPPH)

La molécule de 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH") est un radical libre stable,
dont la solution posséde une coloration violette et une absorption caractéristique a 517 nm.
Quand une solution de DPPH" est mélangée avec une substance donneuse d’atomes
d'hydrogene, antioxydant, il y’a formation de la forme réduite (Figure 19). Ceci provoque la
perte de la coloration violette en coloration jaune caractérisée par une bande d’absorption dans
le visible a 517 nm (Brand-Williams, 1995). Plus la perte de couleur est rapide plus le donneur

d’hydrogene est considéré comme un antioxydant fort.
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DPPH(violet) DPPH (jaune)

Figure 19 : Structure chimique du radical DPPH" et de sa forme réduite (Haddouchi et al.,
2016)

Le test du pouvoir anti radicalaire est réalisé en ajoutant 1 mL de la solution
méthanolique de DPPH a 1 mL d’extrait a différentes concentrations. Le mélange est incubé
a 37°C pendant 20minutes. Un contrdle est préparé avec 1 mL du solvant utilisé (méthanol)
et 1 mL de la solution méthanolique de DPPH. Les absorbances sont lues a 517 nm.
(Shirwaikar, Shirwaikar, Rajendran, et Punitha, 2006). La capacité antioxydante de nos
échantillons est exprimée en pourcentage d’inhibition du radical DPPH en suivant 1’équation
suivante :

Absorbance du contrdle-absorbance de l'‘échantillon

% inhibition= ~ x100
absorbance du contrdle
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11.2.6.3. Calcule des IC50s

Pour s’affranchir de I’influence de la concentration, dans la majorité des études, la
réactivité est estimée par la concentration effective EC50 ou IC50. Ce parameétre IC50 est
défini comme étant la concentration d’extrait nécessaire qui cause la perte de 50% de l'activité
de DPPH. L’IC50 est calculée graphiquement par la régression linéaire de graphe trace ;
pourcentage d’inhibition en fonction de différentes concentrations des fractions testées

(Molyneux, 2004).

11.2.7. Activité antibactérienne

11.2.7.1. Souches bactériennes utilisées

Les souches bactériennes utilisées dans cette étude ont été gracieusement fournies par
le laboratoire pédagogique de microbiologie de 1‘université Mouloud Mammeri Tizi- Ouzou.
Les souches utilisées sont : Staphylococcus aureus ATCC 25923 et Staphylococcus aureus
MUS50.

11.2.7.2. Détermination de I’effet antibactérien

La méthode de diffusion sur milieu gélosé est utilisée pour évaluer I’activité
antibactérienne des extraits. Elle consiste en la diffusion de I’extrait a partir des disques
imbibés déposés sur le milieu solide, en créant un gradient de concentration faisant apparaitre

une zone circulaire claire épargner de colonies appelées zones d’inhibition.

L’inoculum bactérien a été¢ préparé a partir de colonies de moins de 24 heures dans
I’eau physiologique stérile. Une colonie isolée de la culture bactérienne a été prélevée a I’aide
d’un écouvillon et homogénéisée dans 1’eau physiologique stérile. La suspension bactérienne
est ajustée jusqu’a obtention d’une densité optique de 0,08 a 0,1 dans une longueur d’onde de

625 nm.

Une quantité de la suspension est étalée a la surface de la gélose Mueller- Hinton (MH)
a I’aide d’un écouvillon, selon les recommandations du CASF (2009). Des disques stériles
sont imprégnés chacun avec 20uL de chaque extrait & différentes concentrations et déposes
sur la gélose. Les disques témoins sont imprégnes de 20ul. du DMSO. Les boites de Petri
préparées sont mise au réfrigérateur pendant 4h pour une pré-diffusion, puis incubées a 37°C

pendant 24 heures. Les mesures des diametres des zones d'inhibition sont
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effectuées a I’aide d’une régle millimétrée sur la surface inférieure de la boite, sans ouvrir le

couvercle. La Lincomycine est utilisée comme un standard.

11.2.7.3. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

La CMI est définie comme étant la plus faible concentration inhibant toute croissance
bactérienne aprésl8 a 24 heures d’incubation (Caquet, 2004). Les CMI des extraits vis-a-Vis
des souches bactériennes cibles sont déterminées selon la technique de dilutions sur milieu

liquide en utilisant les microplaques 96 puits.

Les puits sont remplis avec 95uL. de BHIB, 5uL de I'inoculum ayant une concentration
de 10° UFC/mL, et de 100puL de I’huile essentielle a différentes concentrations (Djenane et
al., 2011) Les microplagues sont incubées a 37°Cpendant 24h. Deux témoins sont réalisés :
un témoin négatif (sans I’inoculum) : 100uL BHIB + 100uL d’extrait et un témoin positif :
195uL BHIB + 5puL de I'inoculum. La CMI de chaque extrait est déterminée par une
inspection visuelle des fonds des puits et la croissance bactérienne est indiquée par la présence
d'une pelote blanche au fond du puits.

11.2.7.4. Détermination de la concentration minimale bactéricide (CMB)
La concentration minimale bactéricide (CMB) est la plus faible concentration de

substance qui laisse au plus 0,01% de germes survivants (Toty, 2013).

La CMB a été déterminée en ensemencant la gélose nutritive par écouvillonnage a
partir des puits dans lesquels aucun trouble n’a été observé. La plus faible concentration ne

donnant pas de colonies aprés 24 h d’incubation a 37°C, correspondra a la CMB.
11.3. Analyse statistique

Toutes les données représentent la moyenne de trois essais et les résultats sont
exprimés par la moyenne + I’écart type. Les résultats ont fait I’objet d’une analyse de la
variance (ANOVA) suivie d’une comparaison multiple des moyennes par le bais du logiciel

STATISTICA et la comparaison des données est prise a la probabilité (P<0,05)
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I11.1. Préparation de I’extrait phénolique : Optimisation d’extraction

I11.1.1. Etude préliminaire des conditions d’extractions

Le type de solvant extracteur (éthanol, méthanol ou acétone) et le ratio solvant/ eau
(20%, 50%, 70% et a 98 %) ont été étudiés afin d’optimiser I’extraction des polyphénols

totaux et des flavonoides. L’extraction est réalisée par macération pendant 3h.
I11.1.2. Teneurs en polyphénols totaux

Une analyse quantitative des composés phénoliques est réalisée selon la méthode du
Folin-Ciocalteu. La teneur en phénols totaux de chaque extrait de la plante a été calculée a

partir de la courbe d’étalonnage et exprimée en mg EAG/g Ms.

Les résultats des teneurs en polyphénols totaux sont exprimeés dans le tableau N° 111

Tableau I11 : Teneur en polyphénols totaux en fonction des solvants
Ratio solvant/ eau | Ethanol Acétone Méthanol
20% 1,572 £ 0,316 0,023 + 0,056E-02 | 0,026 + 6,262E-05
50% 3,286 + 0,107 0,018 + 0,001 0,026 + 0,001
70% 0,024 + 0,001 0,024 + 0,012E-02 | 0,027 + 0,108E-03
98% 0,011 + 6,26E-05 | 0,015 + 0,002 0,026 + 0,497E-03

L’analyse statistique (ANOVA a un facteur par NEWMAN et KEULS) indique que
les teneurs en polyphénols présentent une différence significative (p<0,05) entre les
différentes concentrations de 1’éthanol et 1’acétone et aucune différence significative n’est
notée entre les extraits méthanoliques (p>0.05).

L’Ethanol 50% donne la teneur la plus élevée en polyphénols (3,286 = 0,107mg EAG/g
Ms), suivi de 1’éthanol 20% (1,572 £+ 0,316mgEAG/g MS). Les plus faibles teneurs sont
enregistrées dans les extraits acétoniques. Ces resultats sont inférieurs a ceux enregistrés par
Haddouchi et al. (2016) dont la valeur est de 7,17+ 0,2mg EAG/g MS. Pour I’extrait
méthanoique, khadri et al. (2009) ont trouve une valeur de 0,0475+ 1,5 mg /g MS).
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Cette différence peut étre due a sa composition chimique qui varie en fonction de
différents facteurs, incluant le stade de développement des plantes, les organes prélevés, la
période et la zone géographique de récolte (Boukhebti et al, 2011), les différentes maladies
qui peuvent affecter la plante, la maturité de la plante (Park et Cha ; 2003) et la température
(Sousa et al., 2008 ; Conde et al.,2009).

De plus, le solvant extracteur est un parametre important dans ’extraction des
composés phénoliques. Brahmi et al. (2012) rapportent que 1’éthanol 50% est le meilleur
solvant extracteur des polyphénols a partir de Mentha spicata L, alors que Oussaid et al.,
(2016) ont obtenu de meilleures concentrations avec 1’acétone a partir des racines de Scirpus

holoschoenus.

111.1.3. Teneur en flavonoides
Le dosage des flavonoides a été réalisé selon la méthode de chlorure d’aluminium

en utilisant comme standard la quercetine. La teneur en flavonoides est exprimée en pug EQ/g

Ms (figure 20).
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Les teneurs en flavonoides varient en fonction des solvants et de leurs concentrations.
D’une maniére générale, les mixtures solvants organique avec I’eau distillée permettent
d’améliorer ’extraction. Ce phénoméne s’explique par ’augmentation de la solubilité des

composeés dans les solvants a polarité modérée (Trabelsi et al., 2012).

Comme I’indique la figure ci-dessus, la meilleure teneur en flavonoide est obtenue
avec le méthanol 98 % (619.77 + 210,52 pg EQ/g MS), et la plus faible est enregistrée dans
I’extrait éthanoique (84.64 + 137,07ug EQ/g MS).

Nos résultats sont meilleurs que ceux de Haddouchi et al. (2016), indiquant une valeur
de 1,41+ 0,06 mg EQ/g MS de la partie aérienne de la plante. Par contre, Khadri et al. (2009)
ont enregistré une teneur supérieure en flavonoides (92215 pg/ mg MS) dans ’extrait

méthanoique la méme plante récoltée le sud saharien de la Tunisie.

Les résultats de la présente étude sont en désaccord avec ceux de Brahmi et al, (2012)
ayant obtenu une meilleure teneur en flavonoides avec 1’acétone 75% (7,68 + 0,02 mg EQ/g
MS), et la plus faible avec le méthanol 50% (1,98 + 0,22 mg EQ/g MS).

111.1.4. Effet de la combinaison des solvants
I1. 1.4. 1. Effet de la combinaison sur la teneur en polyphénols totaux

En se basant sur les résultats de 1’étude préliminaires, différentes extractions sont
réalisées en combinant les trois solvants organiques qui (acétone 70%, éthanol 50%, méthanol
70%).

Les résultats du dosage des polyphénols dans les différentes combinaisons sont
exprimés dans la figure 21.
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Figure 21 : Teneurs en polyphénols récupérés avec différentes combinaisons

1: méthanol 70%. 2 : éthanol 50%. 3 : acétone 70%. 4 : % ((méthanol ; acétone)70%) 5: %
(méthanol 70%, éthanol 50%) 6 : % (acétone 70%, éthanol 50%) 7, 11, 12 : 1/3 (méthanol 70%, acétone 70%,
éthanol 50%) 8 : 4/6 (méthanol 70%) 1/6 (acétone 70%, éthanol 50%) 9 : 4/6 (acétone 70%) 1/6 (méthanol
70%, éthanol 50%) 10 : 4/6 (éthanol 50%) 1/6 ((méthanol, acétone) 70%).

L’analyse statistique pour les teneurs en polyphénols des différentes combinaisons
montre qu’il y a une différence significative et nous a permis d’établir cet ordre :

Combinaison 12 =combinaison 4 >combinaison 7 >combinaison 6 >combinaison 8
>combinaison 10>combinaison 9 > combinaison 2 >combinaison 5>combinaison

11>combinaison 1 >combinaison 3

La teneur la plus élevée en polyphénols totaux est obtenue avec la combinaison n°04
(1/2 méthanol + 1/2 acétone 70%) avec une valeur de 4.059+4.037 mg EAG / g MS, et la plus
faible teneur est récupérée par la mixture n°03 (acétone 70%) dont la valeur est de 2,293 +
0,031 mg EAG/ g MS.

L’extrait le plus riche en polyphénols (extrait brut optimis¢) est utilis¢ pour

déterminer 1’activité antioxydante.
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1. 1.4. 2. Effet de la combinaison sur la teneur en flavonoides

La figure 22 montrent les teneurs en flavonoides dans les différents extraits
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Figure 22 : combinaison des flavonoides

1: méthanol 70%. 2 : éthanol 50%. 3: acétone 70%. 4 : Y% ((méthanol ; acétone)70%) 5: %
(méthanol 70%, éthanol 50%) 6 : ¥ (acétone 70%, éthanol 50%) 7, 11, 12 : 1/3 (méthanol 70%, acétone 70%,
éthanol 50%) 8 : 4/6 (méthanol 70%) 1/6 (acétone 70%, éthanol 50%) 9 : 4/6 (acétone 70%) 1/6 (méthanol
70%, éthanol 50%) 10 : 4/6 (éthanol 50%) 1/6 ((méthanol, acétone) 70%).

D’apres les résultats obtenus, 1’éthanol 50% est le solvant le plus favorable pour
I’extraction des flavonoides (207,18 £+ 5,03 mg EQ/ g MS), suivi de 1’acétone 70% (192,48
+ 29,02 mg EQ/ G MS) puis le méthanol 70% (186,76 + 20,01 mg EQ/ g MS)). Toutefois,

I’absence de flavonoides a été notée dans certaines combinaisons.

L’analyse statistique pour les teneurs en flavonoides des différentes combinaisons

montre qu’il y a une différence significative et nous a permis d’établir cet ordre :

Combinaison 2>combinaison 3 >combinaison 1 >combinaison 7 >combinaison
12>combinaison 4 >combinaison 10 > combinaison 9 >combinaison 8 >combinaison 11
>combinaison 5. Nos résultats sont en désaccord avec ceux de Mohammedi et Atik (2011),
indiquant que I’utilisation de solvants mixtes aboutit & un enrichissement des extraits en

composés phenoliques.
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111.2. Extraction des huiles essentielles

111.2.1. Rendement d’extraction

L’huile essentielle de Cymbopognon schoenanthus (HECs) est extraite par
hydrodistillation. Elle est d’une couleur jaune claire et une odeur forte et agréable. Le
rendement d’extraction est calculé a partir du poids de H.E par rapport au poids sec de la
masse vegétale utilisée. Le rendement d’extraction et la teneur en polyphénols de 1’huile

essentielle sont montrés dans le tableau IV

Tableau IV : Rendement d’extraction et teneur en polyphénols dans HECs

C. schoenanthus  Teneur en polyphénols Rendement d’extraction (%)
(mg EAG/g Ms)

0,264 + 0,034 0.8

Le rendement en HECs varie selon 1’origine de la plante. En effet, le méme rendement
est obtenu par Khare (2007), mais est significativement inférieur aux taux d’extraction de
I’huile essentielle a partir C. schoenanthus récoltée en Tunisie et qui varie entre 1.1 % et 2.6
% (Khadri et al., 2008). La méme plante récoltée dans la wilaya d’Illizi donne un rendement
de 2.03 % (Hellali et al, 2008), et celle de la wilaya de Tamanrasset a un taux de 0,91 a 0,95
% (Ramadane, 2018). Des études ont été portées sur d’autres plantes du méme genre. Le
rendement de C. nardus du Brésil est de 0,24 % (Silva et al., 2011), C. giganteus 1.4 %, C.
schoenanthus 2.6%, C. citratus1.7% (Boussouet al, 2013).

111.3. Activité antioxydante

L’activité antioxydante de I’HE et des extraits phénoliques de C. schoenanthus a été
déterminée par deux méthodes : test de Phosphomolybdate et le test de DPPH (2,2- diphenyle-
1-picrylhydrazyle).

111.3.1. Test de Phosphomolybdate

La capacité anti-oxydante totale a été mesurée par spectrophotométre en utilisant la
méthode de Phosphomolybdate. Les résultats obtenus sont exprimés dans les figures ci-

dessous :
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Figure 23 : Evaluation de I’activité antioxydant des différents extraits avec le test de

Phosphomolybdate

a: Methanol 70%. b: Ethanol 50%. c: Acétone 70%. d :% ((Méthanol, Acétone) 70%). e:% (Méthanol
70%, Ethanol 50%). f.j.k : 1/3 (Méthanol 70%, Acétone 70%, Ethanol 50%). g : 4/6 (méthanol 70%) 1/6 (acétone
70%, éthanol 50%). h : 4/6 (acétone 70%) 1/6 (méthanol 70%, éthanol 50%) i : 4/6 (éthanol 50%) 1/6 ((méthanol,

acétone) 70%) | : Acide ascorbique.
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L’ Acétone 70% possede la plus forte capacité antioxydante a 0,572 + 0,031 mg/mL,
alors que le mélange ¥ (acétone 70%, éthanol 50%) est doté de la plus faible activité

antioxydant.

Il ressort de I’analyse des données une bonne corrélation 1’activité antioxydante et teneurs en

polyphénols. Ces résultats sont en accord avec ceux annoncés dans la littérature attribuant le potentiel
antioxydant aux composés phénoliques (Amriet al., 2015; Guettafet al., 2016). Les polyphénols avec
un nombre élevé du groupements hydroxyles présentent 1’activité antioxydante la plus élevée
donc I’activité antioxydante est en corrélation avec la structure des polyphénols (Heim et al.,
2002), la position et de la nature des substituant sur les cycles B et C (groupements

hydroxyles, metaxylés, glycosylés) et le degré de polymérisation (Popoviciet al., 2010).

La capacité antioxydante totale de ’HECs évaluée par le méme test donne la

courbe de la figure 24.
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Figure 24 : activité antioxydante de 1’huile essentielle de HECs

Le teste de Phosphomolybdate montre que 1’activité antioxydante de I’HE exerce

une faible activité par rapport a I’acide ascorbique, utilis¢ comme standard.

1. 3. 2. Pouvoir antiradicalaire du DPPH

Le principe de ce teste repose sur la lecture d’absorbance a des longueurs d’ondes
différents par spectrométrie UV visible en suivant la réduction de ce radical avec un passage

de la couleur violette a la couleur jaune mesurable a 517nm. Les résultats obtenus sont
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exprimés dans les figures ci-dessous et en concentration inhibitrice de 50% des radicaux

(IC50) (Tableau V).
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Figure 25 : Activité antiradicalaire des extraits phénoliques de Cymbopognon

schoenanthus

Le pourcentage d’inhibition augmente avec 1’augmentation de la concentration des
extraits et de 1’acide Ascorbique. On constate que L’éthanol 50% a 821 pg/m L a le plus fort

pouvoir scavenger des radicaux libres (72,371 %).

Haddouchi et al. (2016) ont trouvé un pourcentage d’inhibition de 68,61% a une

concentration de 100ug/ml, ce qui prouve la forte activité de Cymbopognon schoenanthus.

L’IC50 est inversement proportionnelle a la capacité antioxydante, elle exprime la

quantité d'antioxydante requise pour diminuer la concentration du radical libre de 50 %.
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Les valeurs des IC50 sont mentionnées dans le tableau suivant :

Tableau V : Valeurs des IC50 des extraits phénoliques de Cymbopognon schoenanthus

Extrait 1c50 (ug/mL)
Méthanol 70% 144 + 0,0023
Ethanol 50% 528 + 0,0067
Acétone 70% 229 + 0,0066
Extrait optimisé 456 + 0,0307
Acide Ascorbique 7+0,0739

Les valeurs d’IC50 présente une différence significative entre les différents extraits
(p<0.05). La meilleure activit¢ antioxydante est celle de I’extrait hydrométhanolique
(méthanol 70 %) avec une valeur de 144 + 0,0023ug/ml. Les extraits exercent une activité

faible par rapport a celle du standard.

De plus, les valeurs enregistrées dans cette étude sont supérieures a celles obtenues
par Haddouchi et al, (2016) et Khadri et al., (2010) qui sont respectivement de 56,83+1,53
pg/mL et 17,9ug/mL. Selon Sun et al (2007), le méthanol reste le solvant de choix pour

extraire les antioxydants d’une plante.

I11.4. Activité antibactérienne

111.4.1. Méthode des disques

L’activité antibactérienne de HECs a été évaluée par la méthode de diffusion sur
disque vis-a-vis de deux souches bactériennes a savoir Staphylococcus aureus ATCC 25923
et Staphylococcus aureus MU50. 5 concentrations ont été testées et le diamétre des zones
d’inhibitions est mesuré en mm a ’aide d’une régle. La Lincomycine est utilisée comme

standard.
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1:100%.2:50%.3:25%.4:125%.5:6,25%. D : DMSO (témoin)

Figure 26 : Antibiogramme de HECs sur staphylococcus aureus ATCC2592

1 : HE pure 100%.2 : 50 %. 3 : 25%. 4 : 12,5 %. 5 : 6,25%.D : DMSO (témoin)
Figure 27 : Antibiogramme de HECs sur staphylococcus aureus MUS50
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Tableau VI : Diamétre des Zones d’inhibition obtenues avec I’HECs et la Lincomycine

Concentration de P’HECs S.aureus ATCC25923 S. aureus MU50
C1:100% 39,33 £ 4,496 43,33 +2,494
C2:50% 34 £2,943 37,66 £ 1,885
Cs:25% 35+0,816 36,33+ 2,624
Cs:12.5% 33,33 £2,624 34,66 £ 2,494
Cs:6.25% 33+2,160 ND
Lincomycine (15 pg/mL) 35,66 + 0,942 27,66 + 0,942

Les résultats indiquent une forte activité exercée par I’huile essentielle de la plante sur
les deux souches avec un pouvoir plus prononcé sur S. aureus MU50 (43,33 + 2,494).
L’activité antibactérienne de 1’huile est supérieure a celle de Lincomycine, utilisee comme

témoin positif. De plus, 1’effet antibactérien est dose dépendant.

Ramadane (2018) a étudié I’effet de I’HECs vis-a-vis S. aureus ATCC 25923 et a

obtenu une zone d’inhibition ayant un diametre de 154+0.10 mm.

L’effet antibactérien de la plante sur d’autre souche de S. aureus a été rapportée
par Hellali et al. (2015), qui ont enregistré une zone d’inhibition de 19,5 + 0,7 mm sur S.
aureus ATCC 6538. Toutefois, une faible activité a été obtenue par Hashim et al. (2016) sur
S. aureus ATCC6538 (12,5 + 0,6) et S. aureus ATCC 33591 (11 + 0,4). Koba et al. (2004) ont
aussi noté une faible activité antimicrobienne qui est probablement due aux pertes des

composés volatiles de I’huile essentielle durant le stockage ou I’extraction.

Selon (Ramadane, 2018), I’activité¢ de ’HECs pourrait étre attribuée a la présence d’un
composé majoritaire piperitone. Ce qui explique en partie I’utilisation de cette espéce dans le
soulagement des maux de reins ainsi que les troubles intestinaux et les intoxications
alimentaires (Sahki et Sahki Boutamine, 2004).
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111.3.2. Détermination de la CMI & de la CMB

Les valeurs des CMI et des CMB de HE vis-a-vis S. aureus

ATCC25923 et S. aureus MU50 sont exprimées dans le tableau suivant :

Tableau V11 : les valeurs des CMI et la CMB de /’"HECs vis-a-Vis S.
aureus ATCC 25923et S. Aureus MU50

S. aureus ATCC 25923 S. aureus MU50
CMI 0,78% 6,25%
CMB 1,56% ND
CMB/CMI 2 ND
Effet Bactericide ND

Les valeurs des CMIs indiquent que S. aureus ATCC 25923 est plus sensible a
I’HECs que S. aureus MUS0.

Hashim et al. (2016) en utilisant la méthode de diffusion sur gélose
ont obtenu une valeur de CMI de 4,69 pg/mL vis-a-vis de S. aureus (MSSA)
et 2,34 pg/mL vis a vis S.aureus (MRSA).

Le rapport CMB/CMI de la souche bactérienne S. aureus ATCC
25923 égale a 2. Le rapport CMB/CMI est donc inférieur & 4 ce qui fait que

notre extrait exerce une activité bactéricide.
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Conclusion et perspectives

L’objectif de ce travail est de valoriser la plante médicinale saharienne

Cymbopognon schoenanthus de la région de Djelfa.

La premiere partie est consacrée aux dosages des composes phénoliques et
flavonoides des différents extraits obtenus par macération. La meilleure teneur en
polyphénols est obtenue avec 1’éthanol 50% (3,286 + 0,107 mg EAG/g Ms) et celle des
flavonoides extraits avec le méthanol 98 % (619.77 + 210,52 ug EQ/g MS).

L’extraction de 1’huile essentielle de C. schoenanthus de la partie aérienne est
réalisée avec la méthode d’hydrodistillation. Le rendement obtenu est de 0,8 % avec une
teneur en polyphénol de 0,264 + 0,034Mg EAG/g Ms.

L’activité antioxydante a été évaluée par deux méthodes différentes afin de
combiner et comparer les résultats des deux tests. Le test de Phosphomolybdate a éte réalisé
sur les extraits obtenus avec combinaisons de solvants. La meilleure capacité est enregistrée
avec I’extrait acétonique. L’huile essentielle donne une valeur de 0,314 mg/mL, I’activité
antioxydante testée avec le DPPH montre que la meilleur capacité antioxydante est celle de
I’extrait hydrométhanolique (méthanol 70 %) avec une valeur d’IC50 de 144 +
0,0023pg/ml.

L’activité antibactérienne de I’huile essentielle de C. schoenanthus a été évaluée
avec la méthode des disques vis-a-vis de deux souches de Staphylococcus aureus
ATCC25923 et MUSO0. Les résultats revelent une considérable sensibilité avec un diameétre
de 39,33 mm pour Staphylococcus aureus 25923 et 43,33 mm pour Staphylococcus aureus
MU50.

En conclusion, les résultats obtenus ouvrent plusieurs perspectives pour compléter

notre travail comme :

» Lacaractérisation moléculaire des extraits phénoliques et de I’huile
essentielle.

» Elargir le domaine des tests biologiques : activité anti-inflammatoire,
antifongique, antidiabétique et d’autre.

» Réaliser des tests in vivo
Enrichir des produits alimentaires dans le but de mieux les conserver
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Annexe VII : Analyse statistique de I’activité antibactérienne
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