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INTRODUCTION



I ntroduction

L’amélioration constante des performances techniques des moyens frigorifiques de
transport et d’ entreposage ont favorisé lacommercialisation de produitsréfrigérés dont ladurée
de conservation peut atteindre plusieurs semaines voire plusieurs mois. Toutefois, cette
évolution technologique valorise I’ émergence de la flore microbienne psychrotrophe, faisant
sa remise en cause (Cavicchioli et Ricardo, 2016).

L es bactéries psychrotrophes sont définies par leur aptitude a se dével opper a basses et
moyennes températures. Ce sont des agents de toxi-infections alimentaires ou d'atération de
la qualité des denrées alimentaires (Bornert, 2000). De plus, L’usage extensif d agents
antimicrobiens dans les produits alimentaires et dans |a médication humaine et animal e conduit
alasélection de souches bactériennes multi résistantes. De méme, I’ utilisation de conservateurs
synthétiques tels que : BHA (3-tertiobutyl-4-hydroxyanisole), BHT (3,5-ditertiobutyl-4-
hydroxytoluéne), TBHQ (tertiobutyl-hydroxyquinone) et le PG (gallate de propyle) s avére
toxique (kahl et Kappus,1993).

L’augmentation de la demande du consommateur pour des produits sains sans
conservateurs encourage I’ industrie alimentaire a valoriser les substances bioactives d’ origine
végétale (Grigoras, 2012). En effet, les composés phénoliques issus des végétaux et les huiles
essentielles connaissent de nosjours un gain d’intérét pour leur éventuelle utilisation comme

alternatives aux substances synthétiques (Tamgno et Ngamo, 2014).

La présente étude rentre dans le cadre de la valorisation du patrimoine floristique et la
recherche de nouvelles substances bioactives. En effet, le travail est subdivisé en deux :

Partie théorique qui rassemble des données théoriques sur les microorganismes
psychrotrophes, lesfromages et |eur conservation, les plantes médicinales, leurs principes actifs
et leurs propriétés biologiques.

Partie expé&imentale qui consiste en |'exploitation des profils antibactériens et
antioxydants de |” extrait phénolique de Srpus holoschoenus, de |’ huile essentielle de Thymus
fontanesii et del’ acide lactique. En plus des tests in vitro, |’ effet de ces agents individuels ou
combinés comme conservateur du fromage frais contre la contamination par Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853 aété évalue a6 et 37°C.
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Synthese bibliographique

|. Synthese bibliographique
l. 1. Lefromage

Le fromage est |’ un des plus anciens aliments manufacturés. C’est un produit obtenu par
coagulation partielle ou totale sous I’ effet d’une acidification a caractére lactique et/ou par
I’ apport d’ enzymes coagulantes donnant lieu aun gel. Ce dernier est égoutté puis affiné ou non.

Aujourd’ hui, plus de 100 sortes sont dénombrées dont 46 bénéficiant d’ une Appellation
d’ Origine Protégée (AOP) ou d'une Appellation d’ Origine Contrdlée (AOC) (Guerrini, 2003).

|.1.1. Fabrication et classification des fromages
1.1.1.1. Les principes généraux de technologie fromagére

Selon Mietton and Humbert (1994), latechnologie fromagére compte trois

principal es étapes:

- Lacoagulation du lait : Elle correspond a des modifications physicochimiques des
micelles de caséines, sous |'action d’enzymes protéolytiques et/ou de I'acide
lactique, entrainant la formation d’ un réseau protéique tridimensionnel du gel,

- L’égouttage du caillé : Il assure une déshydratation partielle du gel, obtenu par
séparation d’ une partie du lactosérum,

- L’affinage: Il secaractérise par des transformations biochimiques des constituants
du caillé, essentiellement sous I action d’ enzymes microbiennes.

1.1.1.2. Classification des fromages

Selon les paramétres mis en ceuvre au niveau des différentes étapes de
transformation du lait en fromage et |ala flore microbienne originelle du lait ou inocul ée, une
grande variété de produits peut étre obtenue tel qu’il est traduit par (Cuvillier, 2007).

Parmi ces variétés obtenues apartir de lait de vache, de chévre, de brebis et de bufflonne,
dix grandes familles de fromages peuvent étre distinguées : les pates molles acroutefleurie, les
péates molles a croute lavées, les persillées, les pressées non cuites, les pates pressées cuites, les
fromages fondus, les pétes persillées et les pétes fraiches. Ces trois dernieres familles
représentent 30% de la production totale du fromage.

Selon I’ Institut National del’ Origine et de la Qualité (1.N.AO), cette grande diversité est
due alavariation des parametres de fabrication (1.N.A.O, 2011).

La figure 1 reprend les étapes de fabrication de différents types de fromages qui

correspondraient a des facteurs de classification. Ces différences technologiques portent
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principalement sur le mode de coagulation qui peut étre mixte, par des bactéries lactiques, qui
donne un gel lisse et homogene du fait de |’ abaissement du pH et de |I’augmentation de la
solubilité du phosphate micellaire (Le Graet et Brulé, 1993), ou une coagulation enzymatique
(chymosine et trypsine) qui hydrolyse les caséines kappa formant un gel par floculation et
agrégation (Amiot et al. 2002; Gagnon 2011) . Ce sont les conditions d’ affinage (température,
humidité de la salle d’ affinage, soins des fromages) qui sont en partie al’ origine d' un croutage
différent des fromages. De plus, la vitesse de I’ égouttage et |e type de croote souhaitée (avec
ou sanslevures et moisissures en surface) sont aussi des facteurs déterminant le type de fromage
(Amiot et al., 2002).

Figure 1. Ladiversité des fabrications fromageres (Cuvillier, 2007)
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1.1.2. Laflorefromagere

Le fromage sous microscope représente tout un micro-écosystéme qui joue un role
important sur le résultat final, souhaité ou non de ce produit. L’origine de ces flores est
principalement due alafloreinitiale du lait (dans le cas des fromages au lait cru), alaflore de
contamination post-traitement thermique ou a la flore d’affinage (McSweeney, 2007). La
préservation in situ de la diversité microbienne tout au long de la chaine de production permet
de maintenir une biodiversité microbienne qui garantit larichesse et la diversité sensorielles des
fromages (Montel et al., 2005).

Parmi les microorganismes existants, il y'a:

— Les bactéries lactiques : Ce sont des bactéries produisant de I’ acide lactique par
fermentation des glucides simples. Elles sont appel ées bactéries opportunistes vu leur réle dans
laformation du godt (protéolyse), de latexture et des ouvertures (McSweeney, 2004).

— Les bactéries propioniques : Ce sont des bactéries fermentant les lactates pour donner
de I’ acide acétique et propionique, ainsi que du COs.. Elles participent alaformation du go(t et
del’ ouverture des fromages (Montel et al., 2014).

— Les microcoques, les staphylocoques non pathogeénes : s sont responsables de la
formation du go(t des fromages et constituent laflore de surface (Fort Irlinger, 2000).

- Leslevures sont abondantes (en moyenne 100 fois plus ala surface des fromages qu’ a
I'intérieur. Ellesinterviennent dans|ladésacidification delapéte au début d’ affinage, permettant
I"'implantation ultérieure d’ une flore acide responsable du golt (Beuvier et Feutry, 2005).

- Penicillium camemberti et P. roqueforti sont des moisissures présentes respectivement a
la surface des fromages a pate molle a crodte fleurie (Camembert) et a I’intérieur des bleus
(McSweeney, 2004).

Il est anoter que le regroupement des microorganismes en flore utile ou flore d’ altération
est a nuancer en fonction des technologies considérées, ainsi la concurrence de la flore totale
dans le fromage est régénérée par |les conditions internes ou externes offertes au fromage ; par
exemple, le Mucor est utile en Tomme de Savoie, mais nuisible en Camembert (accident du «
poil de chat ») (Beuvier et Feutry, 2005) ou encore, les flores al’ origine des protéolyses et/ou
lipolyses tels que les Pseudomonas (Cantoni et al., 2001).
|.1.3. Conservation du fromage

Latransformation du lait en fromage est un mode de conservation du lait entreposé
au frais (4-6°C), empéchant ainsi le développement de la flore psychrophile, particuliérement
les Gram négatif tel que les Pseudomonas qui S'y dével oppent au bout de 120h (Y abrir, 2014).

Parmi les différentes méthodes de conservationiil y'a:

4
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e laplus connue est I'affinage ou les congtituants du caillé sont soumis a une digestion
enzymatique des microorganismes, principalement des protéases et/ou de la présure,
rendant le fromage souple et donnant lieu a des flaveurs (Beresford et al., 2001) ;

e L’addition de bactéries lactiques, en produisant de I’ acide lactique, jouent un réle dans
I"acidification du caillé ou d’autres souches inhibitrices des entérobactéries telles que les
flores de surfaces désirées ou les moisissures (P. camenberti ou P. requeforti) (Turcot et
al., 2002) ;

e Les conditions d anaérobiose obtenues avec des emballages adéquats leur permet une
conservation prolongée, cet emballage offre aussi un moyen de préservation contre les
contaminations ultérieures possibles (Sabry et Guerrant, 1958) ;

e La saumure et le sel piégent I'’eau présente dans le fromage, ce qui empéche le
dével oppement des micro-organismes (Mansour et Alais, 1973) ;

e L’gout d additifs alimentaires synthétiques est genéralement préconise (propionate de
sodium E281, nisine...etc.) ;

e L’entreposage en atmosphere controlée avec des teneurs variées d’ oxygene et d azote
...etc. (Champagne et al., 2003) ;

e Laréfrigération seule ou en association avec |’ une des méthodes sus-citées est considérée
comme |le complément indispensable pour une bonne conservation (Moulin, 1939). Une
autre méthode qui fait appel au froid est la congélation avant commercialisation (Accolas
et Auclair, 1967).

1.1.3.1. Leslimites de la conservation

» L’oxydation : L’oxydation lors de I’entreposage ou le contact avec les facteurs
physiques extérieurs est un probleme tres rencontré lors du stockage. Par ailleurs,
I’ usage des antioxydants synthétiques : Butyl hydroxy anisol (BHA), Butyl hydroxy
Toluéne (BHT)...etc est rapporté comme étant cancérigene, s opposent aux nouvelles
tendances de consommation (Jamshidian, 2011).

» Les microorganismes du froid : La réfrigération est le moyen de conservation des
fromages le plus utilise en industrie, particulierement pour le fromage frais, par
conséquent le risque étant pour le développement de la flore psychrophile dans les
conditions d’ aérobioses (McSweeney, 2007).

Le risque réside dans leur synthese enzymatique protéolytique et lipolytiques

thermolabiles, toujours présent méme aprés une pasteurisation, sans oublier le risque d une
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contamination post-pasteurisation comme lors du lavage a |I’eau glacée pour le drainage du
lactosérum et le durcissement de la péte, causant ainsi des lipolyse excessive incontrélée et un
développement derance et d’ ardmeindésirable, ainsi qu’ une putrification ...etc., trésrencontré

dans le cottage cheese (M cSweeney, 2007).

|.2. La place des psychrophiles dans e monde du vivant
La température est |I'un des paramétres environnementaux les plus impliqués dans la

régulation de la diversité et la répartition des especes. Cette diversité est maximale aux
températures, modeérées comprises entre 20 et 40°C (mésophiles), et diminue progressivement
depart et d autrede cet intervalle pour constituer le groupe des psychrophiles aux températures
alant de 5a20 °C ou des thermophiles (40-55C°) (Bornert, 2000).

Lesbactéries se développant dansles milieux froids, supposeés étre inadéquats (avant ces
dernieres années), posent probléme dans le domaine de I’alimentation et de la conservation
(Bornert, 2000).

|.2.1. Classification des microor ganismes psychrophiles

La croissance et la survie d’ un micro-organisme sont caractérisées par plusieurs facteurs
physico-chimiques, biotiques et abiotiques. Cela signifie gu'un biotope, pour un
microorganisme, est déterminé par une gamme pour chaque facteur permettant sa croissance
(Kristjansson et Hreggvidsson, 1995).

Un psychrophile se dit d’ un micro-organisme qui ala capacité de se développer abasses

températures (Morita, 1975). Les psychrophiles sont classés en:

1.2.1.1. Les psychrophilesobligatoir es (préférant le froid) : I1s sont capables de se dével opper
a des températures inférieures ou égale a 0°C, leurs températures optimales sont de 15°C et
leurs maximales n’ excédant pas 20°C (Rossi &t al., 2009).

1.2.1.1. Les psychrotrophes (tolérant le froid) : ces microorganismes sont capables de croitre
alafois a des moyennes et basses températures (Junge et al., 2011). IIs se développent a des
températures avoisinantes de zéro, et leurs optimum peut atteindre des valeurs supérieures a
20°C, d'ou leur appellation les psychrophiles facultatifs (Turchetti et al., 2008; Rossi et al.,
2009).

A eux deux, ils présentent une trés grande diversité microbienne et dans tous les
biotopes froid. Ony trouve les bactéries Gram négatif ; exemple :Alteromonas, Pseudomonas
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(Cayol et d., 2011) et Gram positif ainsi que des levures, des cyanobactéries et desalgues. Ils
joueraient un rdle important tels que certains processus industriels auxquels des enzymes
actives au froid pouvant étre impliquées (Oikawaet al., 2001), et cela dans différents domaines

allant du textile au médical en passant par |’ agroalimentaire (Burhan et al., 2014).

|.2.2. Stratégie d’ adaptation au froid
1.2.2.1. Lesdifficultés de croissance a basses températures

Le froid affecte la qualité des échanges (transport des nutriments et déchets) avec le
milieu ambiant. En effet, la congéation de I’eau et la rigidité des membranes biologiques
(givrage cdllulaire) induisent une diminution de leur fluidité, ains que le clivage et la
dénaturation des protéines. Ces conditions s opposent a la croissance et I’ampleur de cette

dépendance a la température apparait clairement (D'’Amico et al., 2006).

1.2.2.2. Réponse au stressfroid

Pour surmonter les effets négatifs des basses températures telles que | e ral entissement ou
I’arrét de la croissance. En effet, tous les composants de la cellule, des membranes et des
systemes de transport des corps dissouts intracellulaires doivent étre adaptés. De méme, des
processus cellulaires fondamentaux du meétabolisme, la réplication, la transcription et la
traduction doivent également ére accommodés pour résister au froid (Cavicchioli, 2002;
D'Amico et a., 2006).

Ceci dit, tout porte a croire que ces organismes ont dével oppé de remarquabl es stratégies
d’ adaptation avec des réactions leur permettant de compenser le déficit énergétique ainsi

survivre dans des conditions thermodynamiguement favorables (Georlette et al., 2004) .

|.2.2.2.1.Adaptation des membranes cellulaires

Ces mécanismes d’ adaptation demeurent mal définis, mais une conclusion générale fut
tirée : face aux basses températures et au « stress froid », qui dépend de la température de
I’ environnement, toutes les structures membranaires doivent avoir une flexibilité et fluidité
suffisante pour assurer des fonctions multiples (Scherer et Neuhaus, 2006). Ce maintien
d activité est acquit par différentes stratégies. augmenter la proportion d’ acides gras insaturés
(AGI) danslamembrane, changer la conformation detrans acis, favoriser les doubles liaisons
en position cis ains que la ramification des chaines (methyl-branching) ou raccourcir la
longueur des chaines lipidiques (Phadtare, 2004). Ces changements aboutissent a un

compromis moléculaire entre la flexibilité indispensable a son activité et |la nécessité de son
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architecture par un réseau dinteractions assez ferme (Phadtare, 2004). La quantité et la
composition lipidique membranaire éant modifiée, lafluidité membranaire optimale et I’ état
physique idéal des lipides membranaires sont assurés (Bayles et Wilkinson, 2000). A cet effet,
Kiran et al. (2004) et Kiran et al. (2005), ont mis en évidence une augmentation du nombre
d'AG trans chez psychrotrophe P. syringae quand la température passe de 5°C a 28°C.
1.2.2.2.2. Adaptation des enzymes

Les enzymes psychrophiles sont caractérisées par une forte flexibilité, permettant un
meilleur accesau site actif (D'’Amico et al., 2006). La souplesse structurelle qui caractérise les
bactéries psychrophiles leur permet de réaliser les changements de conformation a la catalyse
avec des guantités d’ enzymes moins importantes, et il existerait des enzymes totalement
indépendantes de leur vitesse de réaction par rapport a la température, appelées « enzymes
parfaitement évoluées » (Feller et Gerday, 2003). La diminution de la rigidité enzymatique
entraine une thermolabilité plus prononcée (10 fois plus) que chez leurs homol ogues mésophiles
(Georlette et a., 2004).

1.2.2.2.3.Synthése protéique
Lors du passage des températures modérées au froid, il y'a arrét total ou partiel de la

synthése des protéines de ménage au profit de la synthése des protéines impliquées dans
I’ adaptation par deux types de protéines a savoir les cold protén sock (CPS) ou qui agissent
en réponse rapide apres la chute de la température et les cold acclimations proteins (CAP)
synthétisées progressivement (Phadtare, 2004).
|.3. Lestress oxydatif et les antioxydants

Les réactions d’ oxydation interviennent aussi bien dans I’ organisme ainsi que dans les
nutriments. Elles ont pour origine, des molécules a nombre impair d éectrons sur la couche
orbitale externe (Vernay et al., 2007). La réaction en chaine d’'oxydation se déroule par
I’arrachement d’un atome d’ hydrogene pour leur stabilité, et cela en dépend de |’ énergie,
favorisée par le chauffage (Lapointe-Vignola, 2002), la lumiere, les radiations ionisantes,
générant des especes réactives del’ oxygene (ROS) (Croguennec et al., 2008). Dans un systeme
naturd, il existe un équilibre entre les oxydants et les antioxydants, qui peut étre rompu par la
présence des ROS, mais peut étre rétablit par un apport externe (Seifried et al., 2007).

1.3.1. Lesantioxydants
Des études récentes ont révelé que I’ alimentation a base de produits élaborés a partir

d’ingrédients naturels, riches en antioxydants est plus slrs et saine (Pincemail et al., 2007).
Celajustifiel’intérét pour I’ identification de nouvelles substances naturelles d’ origine végétale

utilisables comme ingrédients alimentaires. L’activité inhibitrice des extraits d herbes est
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attribuée fondamentalement aleur richesse en flavonoides et autres polyphénols (Shahidi et al.,
1992; Djenane et al., 2006).

1.3.2. Lesplantes et leurs métabolites secondair es
On appelle plante médicinale toute plante renfermant un ou plusieurs principes actifs

capables de prévenir, soulager ou guérir des maladies (Sofowora, 2010). Il est indispensable de
connaitre la composition des plantes pour comprendre comment elles agissent sur |’ organisme
(Mamhloufi, 2013). Ayant comme effet nombreuses perspectives, les plantes aromatiques et
meédicinales suggérent la présence des consistants ; antioxydantes et antimicrobiennes dans
toute partie de la plante (Pan et al., 2008).

Par conséguent, le développement et I'isolement des antioxydants et antimicrobiens
naturels depuis les plantes sont devenues le centre de larecherche des nutritionnistes.

Une des originalités majeures des végétaux réside dans la capacité a produire des
substances naturelles tres diversifiées. En effet, a coté des métabolites primaires classiques
(glucides, protides, lipides, acides nucléiques), ils accumulent fréguemment des métabolites
secondaires dont lesimportantes fonctions physiologiques font d’ eux des molécules utilisables
par I’'Homme dans de domaines aussi différents que la pharmacologie ou I’ agroalimentaire
(Macheix et al., 2005). Les principaux métabolites secondaires sont les polyphénals, les huiles
essentielles (HES) et les alcaloides.
1.3.2.1. Les polyphénols

» Structure et classification
Les polyphénols, également déenommeés composes phénoliques, constituent un groupe

d'une extréme diversité. Ils peuvent étre regroupés en nombreuses classes (Tableau |) ayant
comme point de différence la complexité du squelette de base, |e degré de modification de ce
squelette (degré d oxydation, d hydroxylation et de méthylation) et les différentes liaisons
possibles de ces molécules avec les métabolites primaires a savoir les glucides, lipides,
protéines et autres meétabolites secondaires phénoliques ou non phénoliques (Naczk et al.,
2006).

IIs seretrouvent au niveau des différentstissus superficiels des végétaux et se subdivisent
en plusieurs sous-classes. Le tableau | regroupe les différentes classes de polyphénols
(Harborne,2013).
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Tableau |: Les différentes classes des polyphénols (Mbaiogaou et al., 2013).

» Lavariabilitédelateneur en polyphénols des plantes
Bien que plusieurs classes de molécules phénoliques, comme la quercétine (flavonol),
soient présentes dans la plupart des aliments végétaux (thé, vin, céréales, |égumineuses, fruits,
jus de fruits, etc.), d'autres classes ne se trouvent que dans un type particulier de nourriture
(Mbaiogaou et al., 2013).

La composition en polyphénols peut également étre influencée par d'autres parameétres
telsquelesfacteurs environnementaux, | e degré de maturité au moment de larécolte, du ménage
ou latransformation industrielle, le stockage, et lavariété de la plante (Cadot et al., 2008; Rossi
et al., 2009).

10
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[.3.2.2. Les huiles essentielles
Les huiles essentielles sont des substances huileuses, volatiles et odorantes sécrétées par

les plantes aromatiques et extraites par divers procédés dont I’ hydrodistillation (Ayadi et al.,
2011). Elles se forment dans un grand nombre de plantes comme un sous-produit du
métabolisme secondaire (Benayad, 2008), on les retrouvant dans des glandes minuscules
situées dans différentes parties de laplante: lesfeuilles, lesfleurs, lesfruits, les graines, |'écorce
et pour certaines plantes dans les racines (Baser et Buchbauer, 2015).

Les HEs ont été utilisées autrefois autant que compose d’ aromatisation, de formulation
de produits de soins personnels et la conservation aimentaire (Amarti et al., 2008). De plus,
des éudes ont montré que les constituants des HEs présentent un potentiel important en tant

gu’ agents antimicrobiens et dans les domaines industriel et médical (Amarti et al., 2008).

1.3.2.3. Les propriétés biologiques des polyphénols et des huiles essentielles
1.3.2.3.1. Activité antioxydante
L'activité des composés phytochimiques attire I’ attention du fait de leur réle potentiel

dans la prévention des maladies humaines (Pan et al., 2008).
1.3.2.3.2. Activité antibactérienne

La thérapeutique des infections bactériennes se base principalement sur |’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|’ exploitation de nouvelles voies ayant pour objectif la synthése de nouveaux médicaments
a base des plantes (Djenane et al., 2006).

» Mécanismed’action sur lesbactéries
Les polyphénols, notamment les flavonoides et |es tannins sont reconnus par leur

toxicité vis- a -vis des microorganismes. Le mécanisme de toxicité peut étre lié a I'inhibition
des enzymes hydrolytiques (les protéases et les carbohydrolases) par les composés oxydés,
probablement par lesinteractions non spécifiques avec les protéines (Mason, 1987), ou d'autres
interactions pour inactiver |es adhesines microbiennes, les protéines de transport et d'enveloppe
cellulaire (Cowan, 1999).

L’ hydrophobicité des polyphénols tel que lesflavonols est aussi un critére de toxicité qui
leur permet de Sintercaler dans les phospholipides membranaires et exercer leur effet

antibactérien al’intérieur de lacellule (Jamshidian, 2011).

11



Synthese bibliographique

» Facteursinfluencant I’ activité antibactérienne:
- Facteursliés aux polyphénols

L’ activité antibactérienne des polyphénols semble étre directement liée a leur structure
chimique (son hétérogénéité) et leur poids moléculaire (Athamena et a., 2010; Field and
Lettinga, 1992). Latoxicité microbienne des composés phénoliques est relative ala position et
proportionnelle au nombre de groupements hydroxyles du cycle phénolique (Cowan, 1999). La
solubilité des polyphénols influence I’ efficacité de I’ activité antimicrobienne. A ce sujet, il a
été rapporté que lalipophilie jouerait un réle trés important ainsi, les molécules hydrophobes
interagissent avec les lipopolysaccharides et les lipides, tandis que les composés hydrophiles
dépendent des porines qui leur sont indépendantes pour traverser la membrane (Bolou et al.,
2011).

- Facteursliésaux bactéries

Lastructure delaparoi des micro-organismesintervient danslarésistance naturelle, ainsi,
I’activité antibactérienne varie selon le genre bactérien en question. En principe, les
polyphénols sont plus actifs sur les bactéries a Gram+ que sur les bactéries & Gram- . Ces
derniéres limitent la diffusion des composés hydrophobes par la membrane externe riche en
polysaccharides (Ayadi et al., 2011).

1.3.3. Notions sur les plantes éudiées

1.3.3.1. Sirpus holoschoenus
Srpus holoschoenus (Sholoschoenus) est une plante de la famille des Cyperaceae

(tableau I1) et abondamment retrouvée au nord-africain (Schuster et Tutulescu, 2011). Cette
plante pousse spontanément sur des sols sableux, humides ; on laretrouve sur des rivages, des
dunes maritime et le littoral (Antoanela Popescuaet al., 2011).

C’est une plante vivace avec des feuilles persistantes et un solide rhizome disposé sous
forme derai, ayant des tiges fascicul ées dont lalongueur varie de 50 cm a1 m, arrondies.

e Lesvertusmédicinales

En médecine traditionnelle, les russes utilisaient les décoctions et |e thé du rhizome de S
holoschoenus. 1l a été démontré que les extraits phénoligues ont une activité importante sur la
leucémie lymphoide (Abdel-Mogib et al., 2001).

12
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1.3.3.2. Thymus fontaneseii

Thymus fontanesii (T.fontanesii) est une plante aromatique, répandue en Algérie et trés
utilisée par les populations locales pour ses vertus médicinale. le thym est I'un des plus
importants genres en ce qui concerne le nombre d'espéces au sein de la famille des Lamiacées
(Alireza Ghannadia et al., 2004). Le thymol représente le composant majoritaire de T.

fontanesii, suiviede terpinene,de p-cymene et de carvacrol (Alireza Ghannadia et al., 2004)

e Lesvertusmédicinales
Dans la médecine traditionnelle et populaire algérienne, T. fontanesii est utilisé comme
antispasmodique, carminative, stomachique, expectorant, antitussif, antiseptique et remede,
anthelminthique dans certains gastro-intestinal (Alireza Ghannadia et al., 2004).

Tableau Il : classification de Scirpus holoschoenus et de Thymus fontanesii (USDA).

Scirpus Thymus fontanesii | Photographie

hol oschoenus
Régne Végéeta. Végéeta.
Embrachement Spermaphytes. Spermaphytes
Sous-
embranchement Angiospermes. Maliophytes
Classe Monocotylédones. | Magnoliopsida
Sous-classe Commelinidae. Asterdae S holoschoenus
Ordre Cyperal. Lamiales
Famille Cyperaceae. Lamiales/labiatae
Genre Srpus Tymus
Espéece holoschoenusL. | Tymus fontanesii

T. fontanesii

13
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II. Matériel et méthodes
La partie expérimentale a éé réalisee au laboratoire de Biomathématique,
Biophysique, Biochimie et Scientométrie (L3BS), Faculté des Sciences de la Nature et de la

Vie, Université de Bgaia.

I1.1. Matériel biologique
» Matériel végétal:

- Rhizome de S. holoschoenus a été récolté en mars, 2016 dans la région d’ Igueradioune
(Ouacifs) a Tizi Ouzou. Apres nettoyage a I’ eau distillée, les racines de Shholoschoenus sont
séchées a |’ éuve 40°C jusqu’ a stabilité du poids puis broyée et tamisée. La poudre ayant un
diameétre inférieur a 125um, est conservee al’ abri delalumiere et de I’ humidité.

- Feuillesde T. fontanesii  ont été récoltées en mois de mai 2015 a Tiaret, et ont subi un

séchage al'ombre pour faciliter leur stockage.

» Lasouchebactérienne

Lasouche de référence Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 est sél ectionnée pour son
caractéere psychrotrophe. Elle est entretenue par repiquages successifs sur gélose nutritive a
37 °C.

[1.2. Matrice d’ application (fromagefrais)

Afin de valider I’ effet antimicrobien de nos extraits, nous avons utilise, comme matrice
alimentaire, le fromagefraisloca de marque Safilait, en pot de 140g, acheté dans une supérette
du centre-ville de Bgjaia

Le choix du produit comme model aimentaire se justifie par le fait qu'il ne soit pas

affiné, ce qui impligue une courte durée de conservation.

11.3. Méthodes d’analyses
11.3.1. Extraction des composes phénoliques
Les composés phénoliques sont extraits en utilisant la technique d’ extraction par solvant
assistée par micro-ondes «<MEA », al’aide d’'un four micro-ondes (ME8123ST, Samsung,
Malaysia, UPC) modifié niveau du laboratoire L3BS (figure 2).

Les micro-ondes sont un rayonnement électromagnétique d'une longueur d'onde allant

de 0,001 a1 m, ce qui peut étre transmis en tant que vague genérée par un magnéton de tres
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haute fréquence. Lors du passage des micro-ondes a travers le milieu, I'énergie peut étre

absorbée et convertie en énergie thermique (Spigno, 2009).

En général, le chauffage par énergie micro-ondes est basée sur deux principes, la
conduction ionigue et la rotation dipolaire (Sinquin et al., 1993). La premiére se réfere ala
migration éectrophorétique des porteurs de charge (par exemple, ions et éectrons) sous
I'influence du champ éectrique produit par micro-ondes. La "friction” qui en résulte entre les
ions est capable de provoquer un chauffage. La deuxieme se produit lorsque les molécules
dipolaires tentent de suivre le champ électrique dans |le méme alignement. L'oscillation induite
conduit a des collisions entre dipdles et molécules environnantes, et crée ainsi de la chaleur
(Mallakpour et Rafiee, 2009).

Figure 2 : Le dispositif del’ extraction par MAE (photo du labpratoire BBBS).

11.3.1.1. Procédure d’extraction

La nature du solvant, le ratio poudre/solvant, le temps d extraction, la puissance de
micro-ondes, la température, le prétraitement, le nombre de cycle d extraction (Chan et al.,
2011; Mandal et Mandal, 2010; Zhang et al., 2011) et la dimension des particules (Spigno and
De Faveri, 2009) sont des parametres influencant le rendement et la qualité des substances
extraites par EAM, d’ou I'intérét de I’ é&ude préliminaire ci-dessous :
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1g delapoudre est dissout dans 20 mL de solvant (variation du type et de la concentration)
et soumis aux irradiations micro-ondes pendant un temps déterminé. L’ extrait brut est filtré a
I’aide de papier filtre (0.45um), puis gjusté au volume initia et conservé a 4°C (Manda et
Mandal, 2010;Chan et al., 2011) .

11.3.1.2. Etude préliminaire

Une étude préliminaire a éé effectuée dans le but de sélectionner les conditions
optimales d extraction des composées phénoliques. La méthodologie consiste a fixer tous les
parametres et an’en faire varier qu’un. L’ effet de chague parametre est évalué en déterminant
la teneur en polyphénols totaux (tableau I11). 1 g de la poudre est préparer dans 20 mL de
solvant, le mélange a é&é soumis a I'extraction sous micro-ondes selon les conditions
représentées dans le tableau 111. Les résultats obtenus sont utilisés dans le but d’ optimiser les

conditions d’ extraction.

Tableau |11 : Conditions d’ extraction utilisées dans |’ étude préliminaire de |’ extraction des
composes phénoliques du rhizome de S holoschoenus.

Type de solvant Concentration du Temps d’irradiation Puissance
solvant % (v/v) (9 d’irradiation (w)

Acétone 0 30 300
Méthanol 30 60 400
Ethanol 50 90 500
70 120 600
90 150 700
180 800
900

11.3.1.3. Application de Box-Bohenken Disiner
Pour I’ optimisation de la procédure de EAM, la démarche expérimentale s est faite deux
partie : tout d’ abord, les facteurs d’ expériences individuels ont été déterminés ¢’ est-a-dire la

gamme des conditions d’extraction (au moment ou les variables ne sont pas fixées, sont
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devenues constantes). Ensuite, I’enquéte de la performance du EAM a été obtenue par la
méthodologie de surface de réponse (MSR), en utilisant le logiciel IMP pour I'analyse des
données et |a construction du model, qui est un ensemble spécifique d'expériences définies par
une matrice composeée des différents niveaux de combinaisons des variables étudiées (Bezerra

et a., 2008) selon les limites représentées dans le tableau 1V.

Tableau 1V : Leslimites des variablesindépendantes utilisées pour la construction d’ un model

Variables Code
indépendantes
X1 : acétone (%) -1 (0) 0 (45) +1 (90)
X2 : temps -1 (30) 0 (90) +1 (150)

d’irradiation ()
-1 (300) 0 (600) +1 (900)

X3 :intensité
d'irradiation (w)

11.3.1.4. Fractionnement del’ extrait brut

L’acétone de I'extrait optimise est évaporé et |'extrait agueux a subi un
fractionnement d abord par I’ éher de pétrole (1:3, v/v) et une extraction a |’ acétate d éthyle
(21:3, v/v) est ensuite réalisée sur le résidu. L’ opération est répétée jusqu’ a épuisement pour les
deux lavages. Un deuxiéme extrait brut (EB) sans fraction a été aussi préparé.

L'EB, les fractions éhyle acétate (EA), éther de pétrole (EP) et agueuse (FA) sont
soumises a |’ évaporation a I’ étuve ventilée (45°C). Les résidus secs des différentes phases
récupérées sont reconstituées dans du DM SO ou dans de |’ eau distillée araison de 100 mg/ml

et conservée a4 °C pour des utilisations ultérieures.

11.3.2. Extraction des huiles essentiellesde T. fontanesaii

L e chauffage permet, dans une premiere étape, de former de la vapeur d'eau qui détruit la
structure des cellules végétales, libére les molécules contenues et entraine les plus volatiles en
les séparant du substrat cellulosique (Mohammadhosseini et al., 2013). L’ hydrodistillat obtenu

est décanté et I’huile est conservé 4 °C.
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11.3.2.1.Procédured’extraction

L'extraction des H.Es a été effectuée sur les échantillons par hydrodistillation dans un
appareil detype Clevenger. Les distillations ont été réalisées par ébullition pendant 3h a partir
de 100 g de matériel végétal seché avec 600 mL d'eau distillée (Akrout et al.2011).

Letaux d’ extraction est calculé selon laformule : R% = (M-Md/MT)* 100

Avec:
R% : taux de lamatrice; M+ : masse vegétal e totale utilisée dans |’ extraction ;
M : masse du bicher avec I extrait ; Mo : masse du bicher vide.

11.3.3. Dosages phytochimiques de I’ extrait brut et de ses différentesfractions
11.3.3.1. Dosage des polyphénols totaux

Le contenu des composés polyphénoliques totaux (CPT) a été déterminé par |la méthode
colorimétrique de Folin-Ciocalteu (Georgé et al., 2005). Un volume de 1mL de réactif de Folin-
Ciocalteu (diluédix fois par I'eau) est mélangé avec 100 ul del'extrait. Apres5 mn, 1 mL d'une
solution agueuse de carbonate de sodium (7,5%) est gjoutée. Le mélange a été mai ntenu pendant
15 min au bain-marie a50°C puis|'absorbance est mesurée a 760 nm. L’ acide gallique est utilisé
comme étalon et les concentrations en CTP sont expriméesen mg équivalent d'acide gallique/g

delapoudre (mg GAE g?).

11.3.3.2. Dosage des flavonoides

Les flavonoides totaux ont éé mesurés comme suit : 1,5 mL de chlorure d'aluminium
AIClz (2%) ont éé goutés a 1,5 mL dextrait. Apres 15 mn dincubation a |'obscurite,
I" absorbance du mélange a été mesurée a 430 nm (Quettier-Deleu et al., 2000). La quercétine
est utilisée comme étalon et les concentrations en flavonoides sont exprimés en mg équival ent

guerceétine/g de la pourdre (mg EQ/Q).

11.3.3.3. Dosage destanins

Les extraits ont été dilués de maniere appropriée et mélangés avec 3 mL de solution de
vanilline (4%) et 1,5 mL d'H>SOs. Aprés 15 mn, |'absorbance a éé mesurée a 500 nm
(Hagerman et Hagerman, 2002). Le contenu en tanins est exprimé en mg équivalent

catéchine/g de la poudre.
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11.3.4. Activité antioxydante (DPPH) de |’ extrait brut et de sesdifférentesfractions

Le radica DPPH avec un éectron impair donne un maximum d'absorption a 517 nm.
Lorsgueles antioxydants réagissent avec le DPPH", qui est un radical stable, il devient apparié
en présence d'un donneur d'hydrogene. Le radical en forme DPPH-H entraine une décol oration
(couleur jaune) (Inglett et al., 2011). Plusil y’aune décoloration, plus la capacité de réduction
est importante (Prior et al., 2005).

Le méme volume de DPPH  d’ une concentration de 0,2 mmol/L de la solution DPPH

méthanolique est mis en contact I’ extrait brut ou I’ une de ses différentes fractions (Prior et al.,
2005).

La capacité antioxydante a été exprimée en pourcentage d'inhibition du radical DPPH (%
I'inhibition du radical DPPH), calculé selon I'équation suivante :

% d'inhibition du DPPH = (Ac—-Ae/ Ac) x 100

Ac : Absorbance du contréle

Ae: Absorbance de |’ échantillon

11.3. 5.Evaluation de I’ activité antibactérienne

L’ activité antibactérienne de I’ HE T. fontanesaii, de lafraction AE de I’ extrait brute de S
holoscoenus, I’ acide lactique et de leurs combinaisons a é&té évaluée par la méthode de
diffusion sur gélose et laméthode de dilution en série.

11.3.5.1. Méthode dediffusion

L’ ensemencement de la gélose Muller Hinton a été fait par écouvillonnage a partir de la
suspension 10" UFC/mL. Des disques stériles de 6 mm sont imprégnés de 20 pl d extrait
(GUlgin, 2004). L’ extrait peut étre del’ HE supplémentée de 10% de DM SO, del’ acidelactique
dans le DM SO (1:8, v/v), de I'extrait brut de S. holoschoenus et de ses trois fractions (100
mg/mL). L’ effet antimicrobien sur P.areruginosa ATCC 27853 est évalué par lamesure de la
zone d'inhibition autour du disque (mm). Des antibiotiques sont utilisés comme témoins
positifs, alors que letémoin négatif consiste en un disque imprégné de 20 ul de DM SO. Aprés
2 h d'incubation a 4 °C, les boites sont incubées a 37 °C pendant 18h. L’ effet de différentes

concentrations de I’ H.E, de I’ acide lactique et d EA a été aussi évalué.
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11.3.5.2. Effet des combinaisonsd’AE, I'H.E et I’acide lactique
Dans le but d’avoir un meilleur effet, les trois échantillons testés individuellement ont
été mélangés et les différentes combinai sons (incubées a37°C/18h et 6°C/7jours) ont ététestées

selon le protocol e préétabli.

11.3.5.3. Dé&ermination des concentrations minimaleinhibitrice (CM1) et bactéricide
(CMB).

Une série de dilutions de moitié a été préparée pour la fraction EA (70mg/mL), I'H.E
(12,5 %) et I’acide lactique (1:8v/v). Dans les puits d’ une microplague contenant chacun 100
ul de chaque dilution de I’échantillon sont ajoutés aux 95 pl de BHIB (Brain Heart Infusion
Broth), 5 ul d’une jeune suspension bactérienne de 103 UFC/ml. Un témoin positif est réalisé
en remplacant I’ échantillon (Bakayoko, 2008) par le milieu de culture Djenane et al., (2010).
Apres incubation pendant 24 h a 37 °C, laCMI est correspond au premier ne présentant pas

de croissance bactérienne

La concentration minimale bactéricide (CMB) correspond alaplus faible concentration
capablede détruire 99,99% del’inoculum. Un ensemencement en strie par écouvillonnage
de chague concentration supérieure a la CMI est réalisé sur gélose nutritive. L’ absence de
développement (une diminution de 99% de la croissance par rapport au témoin) apres 24 h

indique I’ effet bactéricide.

11.3.6. Effet inhibiteur du mélange H.E et fraction EA sur P.aeruginosainoculédansle
fromagefrais.

09 échantillons de fromage fraichement achetés sont préparés dans des bocaux stériles

en verre, puis ont éé inocul és avec une charge de 10* UFC/g de fromage.
Les différents échantillons sont répartis comme suit :

- 75g defromage + 0,2% (v/m) du mélange HE /AE (1:3, v/v),
- 75 defromage + 0,4% (v/m) du mélange HE /AE (1:3, v/v),
- Leséchantillons témoins ont éé traitées avec de |’ eau distill ée stérile.

L’ opération est répétéetroisfois et les échantillons sont conservés a une température de
réfrigération de 6 £1°C, pendant 6 jours.

I1.3.7. Analyse statistique

Tous les tests ont été réalisés en triple exemplaire, et les données signalées comme
moyenne * ecatype. Les différences étaient statistiqguement évaluées par le test de Tukey avec un
niveau de confiance de 95% avec lelogiciel IMP.
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[11. Résultat et discussion

[11.1. Extraction des composes phénoliques a partir du rhizome de S. holoschoenus
[11.1.1. Etude préliminaire de sélection des conditions d’ extraction appropriée

Dans cette éude, I'influence de I'intensité et le temps d’irradiation, le type du solvant
extracteur ains que sa concentration a été étudiée, separément, pour réunir les conditions
optimales d'extraction I’ obtention d’un meilleur rendement en CPT a partir du rhizome de S
holoschoenus. Les résultats de I’ étude préliminaire sont présentés dans le tableau V.

» Parametresinfluencant letaux d’extraction en CPT
- Typedesolvant

L’ acétone, le méthanol et I'éhanol sont les solvants les plus couramment utilisés dans
I'extraction des composés phénoliques apartir de matrices végéta es (Chung-Hung Chana, 2011,
Inglett et al., 2011; Spigno et al., 2007). Les mélanges solvant/eau (50/50 v/v) sont testés

individuellement sur notre matrice végétae.

Les résultats obtenus indiquent que I” hydroacétone permet d’ extraire le rendement le plus
élevé en CPT avec une vaeur de 6,530,007 mg EAG/g de la poudre, en présentant une
différence significative avec I’hydrométhanol (4,09+0.06 mg EAG/Q) et | hydroéthanol
(3.63+£0.09 mg EAG/g). La sélection de |’ acétone comme melilleur solvant d’ extraction par la
méthode EAM a éé confirmé dans d’ autres études sur Mentha spicata L. (Chibane, 2012) et

Myrtus communis (Carbonneau et al., 2014).
- Concentration du solvant

L'eau est un solvant polaire qui absorbe I'énergie des micro-ondes avec une vitesse
supérieure alaguelle le systéme peut dissiper lachaleur, ¢’ est |e phénoméne de sur-chauffage ou
la dissipation de la chaleur en présence de molécules d' eau (Proestos and Komaitis, 2008), ainsi
une dégradation des CPT peut ére induite (Liazid et al., 2007). En effet, les mélanges
eau/acétone (50%, 70% et 90%) ont donné les meilleurs rendements sans différences
significative. Une différence trés significative est enregistrée entre cestrois solvants et I’ acétone
98 % et 30%. |l a é&té rapporté que le rendement élevé en CPT est lié ala présence de |’ eau qui
présente un haut facteur de dissipation et une constante diélectrique élevée facilitant la
distribution de la chaleur dans la matrice (Dairi et al., 2015).
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- L’intensitéd’irradiation

L’ effet des puissances 300,400, 500, 600, 700, 800 et 900 W sur le rendement en CPT est
I’un des paramétres étudié. Le meilleur rendement a été obtenu pour la puissance 300 W, mais
sans différence significative avec les puissances 400, 500, 600 et 700 W. En outre, une
diminution significative de lateneur en CPT a été observée, en augmentant la puissance a 900
W allants de 10,19+0,05 mg EAG/g pour 300 W a 7,74+0,33 mg EAG/g pour 900 W. Ces
résultats sont opposes aux données rapportées précédemment sur Citrus (Dahmoune et al., 2013)
et Myrtus (Dairi et al., 2015), montrant une augmentation proportionnelle du rendement a
I augmentation des puissances.

- Tempsd’irradiation
Le temps d'irradiation est un autre principal paramétre dans la procédure d'extraction. Aprés
fixation de la concentration du solvant (acétone 70%) et de la puissance a 600 w, la variation du
temps de 30 a 90 s a montré une variation en CPT de 3,58+0,78 a 4,17+0,69 EAG/g, soit une
augmentation de plus de 14%, et a une diminution de 44,12% 120 s par rapport 290 s (3,12+0,36
mg EAG), puis ¢a réaugmente de 25,32 % a 150 s. L’allure des résultats obtenus est assez

similaire avec celle des résultats de Dahmoune et a. (2013).

[11.1.2. Optimisation de|’EAM dansle BBD
Les rendements en CPT obtenus dans les essais de BBD sont rapportés dans les surfaces
de réponse (figure 3 et Tableau V). Les réponses mesurées ont éé comparées a celles prédites
pour I'estimation de la différence et de I'erreur expérimentale, afin de vérifier la validité du
modele. Négligeant les termes non significatifs (P> 0,05), en gardant seulement les facteurs et
leurs interactions influentes dans le rendement en CPT, ['éguation polynomiale suivante a été
obtenue:

Y cpr = 30,05 +2,87 X2 - 5,62 X12— 7,68 X2 + 2,92X2X3-7,72 X3°
La valeur optimale en CPT est obtenue pour les conditions optimales de temps
d’irradiation de 69 secondes, d une concentration acétone/eau de 53% et d'une puissance
d’irradiation de 600 W. Ces conditions sont assez similaires aux conditions optimales déduites
ultérieurement (Dahmoune et a., 2013; Juntachote et a., 2006; Liyana-Pathirana and Shahidi,
2006). En effet, || n'y a pas de différence significative entre lateneur en composés phénoliques
prédite (30,42 + 3,56 mg EAG/g de poudre), et celle obtenue par I’ expérimentation (30,70 + 1,22

mg EAG/g de poudre), ce qui confirme lavalidité du plan d’ expérience utilise.
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Figure 3: Surfaces de réponse des rendements en CPT (mg EAG/g) obtenus par EAM de
combinaison de deux facteurs (X2X 3, X3X1 et X2X1).

Le dosage des tannins, des flavonoides et I’ activité antioxydante (DPPH) de I’ extrait brut

optimisé sont représentés dans le tableau V.
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Tableau V: Lesrésultats en CTP des expériences a un seul facteur pour EAM, solvant, acétone (%), temps et I’ intensité d'irradiation.

Solvant CTP Acétone CTP Temps CTP Intensité CTP
(mgEAG/g) (%) (mg EAG/qg) d’irradiation  (mg EAG/g) d’irradiation (mg EAG/qg)
() (W)

Ethanol 4,09+0,0062 0 4,77+0,001° 30 3,58+0,078 300 10,19+0,0052
M éthanol 3,63+0,009° 30 8,7+0,002° 60 4,09+0,067 400 10,1+0,0272
Acétone 6,53+0,007°¢ 50 10,08+0,003° 90 4,17+0,069 500 9,68+0,061%
70 10,31+0° 120 2,33+0,068 600 9,82+0,0722
90 10,19+0,005° 150 3,12+0,036 700 8,72+0,057%¢
800 7,35+0,061°¢
900 7,74+0,033>

CTP : composés phénoligues totaux ; EAG : équivalent acide gallique ; a, b et ¢ : des niveaux de différences significatives

Tableau V1 : Conditions optimales et résultats des dosages colorimétrique de I’EMA par RSM.

Conditions optimale de MAE Dosage colorimétrique
Solvant (%) Intensité (W) Temps (9) TPC mg EAG/G Tannins Flavonoides =~ DPPH (%)
53 600 69 Expérimentae Prédite 0,17+0,01 0,29+0,01 18,05+1,74

30,70+1,22 30,42+3,56
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Le Coefficient de détermination (R?) d aprés Goupy et Creighton,(2006) est un indicateur
déterminant la qualité du model, il démontre si la valeur prédite et la valeur expérimentale sont
proches. Dans ce cadre, le R? obtenu pour |a comparaison des valeurs expérimentales et prédites est

de 0,95, en appuyant lavalidité du modée (figure 4).

15—
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TPC Predicted P=0,0075
RSg=0,95 RMSE=2,4412

Figure 4 : Intervale de confiance observé par rapport aux valeurs prédites du BBD.

Les résultats suggérent que le modé e pourrait bien fonctionner pour la prévision d’ extraction
des CPT par micro-ondes a partir de |a partie souterraine de S. holoschoenus.

D’ apréslesresultats du tableau V, le p-value du facteur X2 est le plusfaible (0,02), ce qui signifie
gue lefacteur qui possede le grand impact sur |’ extraction des CPT est la concentration du solvant, ce
résultat est obtenu par d’ autres études (Dahmoune et al., 2013; Dairi et al., 2015). En outre, On peut
constater que le temps dirradiation (X1) n'a pas dinfluence sur le rendement d'extraction, mais
possede une interaction significative avec de le solvant (X2), la puissance d’'interaction et le rapport
solvant-eau, tout comme les termes quadratiques pour le solvant, le temps et I’intensité d’ irradiation,

Des surfaces de réponse pour toutes les interactions possibles (Figure 3), ou un maximum de
rendement en CPT peut étre obtenu a des val eurs optimal es comme la combinai son de deux variables,
avec la troisieme maintenue constantes a zéro, par consequent, le modele expérimental quadratique
possede un rendement de CPT preédit étant la valeur maximale en un points stationnaire (Pan et al,,
2012), Confirmant les résultats des essais préliminaires, le rendement en CPT a atteint un niveau
maximal quand le temps d'irradiation, la concentration d'acétone et de la puissance d'extraction ont
été mis au niveau moyen (0 valeurs codées), on constate que la récupération du contenu phénolique
des racines de Sholoschoenus connait un déclin au-dela des conditions optimales d’ extractions, soit

un rendement de 25 mg EAG/g de la poudre en passant de 600 a 700 W, cet effet est observé avec les
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autres parametres. Ces résultats sont comparables a ceux de Song et al., (2011); Sutivisedsak et al.,
2010). Les effets de MAE sont représentés dans |e diagramme de Pareto représenté dans la figure 6.

Tableau VII : Estimation des parametres

Terme Estimation STD T Prob
Erreur Ratio > |tl

Intersept 30,05 14 21,32 <0,001

X1(30,120) -0,98 0,86 -1,14 0,3
X2(0,90) 2,87 0,86 3,33 0,02
X3(300,900) -1,52 0,86 -1,77 0,13
X1* X1 -5,62 1,27 -4.43 0,006
X1* X2 -1,15 1,22 -0,94 0,38
XX -7,68 1,27 -6,05 0,001
X1* X3 0,77 1,22 0,63 0,55
Xo* X3 2,92 1,22 2,4 0,06
X3* X3 -1,72 1,27 -6,08 0,001

La figure 5 montre le profil de prédiction des rendements en CPT de I’ extrait des racines de S,

hol oschoenus, en montrant les conditions optimales pour |’ obtention du rendement optimale.

Figure5: profile de prédiction des rendements en CPT de |’ extrait desracinesde S
hol oschoenus.
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[11.1.3. Rendement d’ extraction des H.Es, taux d’ extraction, dosage phytochimique et
activité antioxydante des différentes fractions

Letaux d’ extraction des H.Es de T. fontaneseii est de 4,9 + 0,13% et nettement supérieur
acelui (1,9%) obtenu par Alireza Ghannadia et al. (2004).

Les fractions EA, FA et EP de S holoschoenus présentent des taux d extraction de
7,59+0,26, 3,59 £ 0,38 et 1,47+ 0,46 %, respectivement. (Oussaid ., 2011) a obtenu des taux
d extraction de 4,8 et 0,8 % respectivement pour les fractions EA et PE, avec la méthode
conventionnelle. Les valeurs des CPT, des flavonoides et les pourcentages d‘inhibition du

radical DPPH des fractions de S. holoschoenus sont regroupés dans le tableau VII.

Tableau VIII : Taux d’extraction, dosage photochimique et activité antioxydante des extraits

Taux CPT Flavanoides
d'extraction (%) | (mg EAG/g) | (mg EQ/Q) DPPH (%)
H.S de T. fontanesaii 4,9+0,13 / / /
S. holoschoenus
fraction aqueuse (FA) 3,59+ 0,38 |150,03+0,23?| 0,860 +0,012 | 85,7+1,092
fraction d'éthyle acétate (AE) 7,59+0,26° 90,09 £1,19° | 0,230+0,003° | 77,42+1,89°
fraction d'éther de pétrole (EP) 1,47+ 0,46° 9,58 +1,41¢ | 0,189+0,007¢| 4,56+0,68°

[11.2. Activité antibactérienne
[11.2.1. Activitéindividuelle sur gélose

L’ effet des extraits végétaux comme agents antimicrobiens est largement documenté.
Il a été démontré que la production des acides phénoliques augmente lors du stress ou
d infection des végétaux (Petti et Scully, 2009). En outre, de nombreuses études ont montré
les H.Es, possédant

les agents pathogénes d’ origine alimentaire, contiennent un pourcentage éevé de composés

que la plus grande activité antibactérienne contre

phénoliques tels que le carvanol, eugénol et thymol (Burt et al., 2007; Oliveira et al., 2008).

Le DM SO ne montre aucune zone d’inhibition, aing, I’ effet antibactérien additionnel
éventuel du DM SO setrouvant dansles échantillons n’ est pas considéré. Des zones de diamétre
de 24+055,30 £+1et 42+ 1,88 mm ont éé obtenues avec les disques de Kzo, Ozo €t 1o,

respectivement, confirmant la sensibilité de P. aeruginosa ATCC 27853 a ces
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Figure 06 : Photographie des zones d’ inhibition obtenue sur P. areruginosa
a: ATB ; b : fraction acétate d' éthyle ; ¢ : H.E de T. fontanesii ; d : acide lactique

Tableau | X : Effet antibactérien de lafraction EA, I'H.E de T. fontanesii et de I’ acide lactique a différentes concentrations sur P.aeruginosa

d’inhibition (mm)

Diamétre dela zone d’inhibition (mm)

Concentration 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10
fraction EA 15,66+0,5 15,5+0,5 15+00 15,5+1 10,66+0,57 10,16+0,28 7+1 60 60 60
Concentration 100 50 25 12,5 10 8,33 7,14 6,25 5,55 5
H.E T.fontanessii 40£1 38,5¢2 59 29,66+0,57 26,33t0,5 24,33t0,5 21,66£0,5 18,661 21,33t2 16,33t1,6 17+1
Concentration 50 45 40 55 30 25 20 15 10 D)
Acide lactique 29,5:0,7 25,5t 1,5 21,5:2,12 2100 211,73 16£2 16+ 1,73 162,64 15,171,75 13,33+1,52

Diamétre des disques (6mm) est inclus

Tableau X : Resultats des CMIs et CMBs

Microorganism H.E EA Acide H.E/EA H.E EA Acidelactique H.E/EA
lactique
MIC (%) MBC (mg/ml)
P.aeruginosa 0.86 4,37 6,25 0,048 1,718 0,39
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antibiotiques utilisés comme contréle positif (figure 06). A savoir que lestests ont éte effectués

dans des boites de Pétri de 14 cm de diamétre.

Lesrésultatsd’ activité antibactérienne de I' EB et sesfractions, I’ E.H, et I’ acidelactique

adifférentes concentrations sont illustrés dans e tableau V111 et l1a figure 05.

L’EB, fractions EP et FA a des concentrations de 100 mg/mL ne manifestent aucune activité
inhibitrice, alors que la fraction EA, pour la méme concentration, montre une activité
relativement importante (15,66+0,5mm). Plusieurs concentrations de la fraction EA, allant de
100 a 10 mg/ml ont été testées. Les zones ont tendance a se restreindre afur et a mesure que la
concentration del’ extrait diminue. Toutefois, aucune différence significative n’ aété enregistrée

entre une concentration de 70 et 100 mg/mL.

Trés peu de travaux ont éé publiés sur le pouvoir antibactérien de plantes appartenant
au genre Scirpus, aucun n’avise S, holoschoenus. Toutefois, il a été rapporté que le resvératrol,
les stilbénes et (Locatellil et al, 2000; Maddox et al., 2010), présents en quantité abondante
chez S. holoschoenus sont dotés d’ une considérabl e activité antibactérienne.

Comme celaaété rapporté dans lalittérature, latolérance des bactéries aux polyphénols
dépend essentiellement de I’ espece bactérienne et de la structure des polyphénols (Almajano
et al., 2008). Les bactéries a Gram négatif sont généralement résistantes aux agents
antimicrobiens. La réduction de la perméabilité de la membrane externe, entourant la paroi
cellulaire, aux agents antibactériens hydrophobes par |a structure lipopolysaccharidique peut
favoriser larésistance a ces agents). L’ activité antibactérienne est associée, aussi, au site et au

nombre des groupements hydroxyles sur le cycle phénol (Kuete et al., 2007).

L’ H.E exerce une forte activité sur P. aeruginosa (40+1 mm). Le diamétre de la zone
d’inhibition varie proportionnellement avec la concentration des H.Es, des zones moyennes ont

€été obtenues avec la concentration de 12,5% (26,33+0,5 mm).

Les travaux de Noudjoub (2010) sur la méme plante et souche ont donné des valeurs
des zones d'inhibition de Ruberto et al. (2000) ont mis en évidence |’ efficacité antibactérienne
du carvacrol et thymol qui sont des constituants majoritaires des plantes de T. fontaneseii.

Les acides organiques tels que I'acide lactique possédent de forte activité
antibactérienne (Dimitrijevi¢ et al., 2007). Nos tests ont révélé des zones d'inhibition de
diamétre allant de 13,33+1,52 4 29,5+0,7 mm ont été enregistrée pour les concentrant allant de

5a50% del’ acide lactique.
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I11. 2. 2. Effet combiné des différents agents antibactérien

Afin de déerminer une éventuelle interaction entre les échantillons étudiés
précédemment, nous avions effectué des tests d activité antibactérienne différentes
combinaisons en utilisant le plan d expérience, a 6°C et 37 °C. Les résultats sont représentés
dans les contours de réponse (figure 07).

16,25
27,5
38,75

2,5
8,125
13,75

19,375
25

Figure 07 : Contour de surface pour |es combinaisons des extraits, (a) : a6 °C; b : a37°C.

Le contour de la surface de réponse obtenu avec le IMP V7 indique que les zones

d'inhibition vis-&visdeP. aeruginosa ont tendanceas éargir afur et amesurequelaquantité
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I’HE augmente. La meilleure réponse est obtenue avec le mélange de 75,79 % d’'HE et 24,21
(51,11 £ 9,7mm) &6°C, et de 82,33 % d'HE et 17,66 % EA (23,6 + 5,4mm) a 37°C.

Lameilleure réponse obtenue expérimentalement est de 27 = 4,62mm a 37°C et de a 65
+ 5mm a6°C (figure 08).

Figure 08 : Photographie des diamétres des zones d'inhibition obtenue avec les
différents mélanges a37°C (a) et a6°C (b). Le diamétre des boites de Pétri est de 14 cm.

[11.2.3. Lesconcentrations minimalesinhibitrices et bactéricides (CMI et CMB)

Les résultats de la détermination des CMI montrent une variabilité dans la sensibilité de la
souche aux différents extraits testés (tableau IX). La plusfaible CM1 (0,048%), qui traduit une
meilleure activité est enregistrée avec la combinaison HE/EA (3 :1,v/v). Plus les CMI sont
faibles plus I’ activité antibactérienne des extraits est meilleure. Nos résultats concordent avec
ceux de certains autres travaux raportes. En effet, (Bekhechi et al., 2008) attestent que les
valeurs des CMI sont inversement proportionnelles aux diamétres des zones d'inhibition
révélées avec la méthode des disques. De méme, le mélange a donné la plus faible CMB
(0,39%).
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[11.3. Effet inhibiteur du mélange sur P. aeruginosa inoculée danslefromagefrais

Afin de valider I’ effet antimicrobien du mélange optimise, nous avons utilisé comme

matrice alimentaire, le fromage fraislocal, Safilait.

Un dénombrement sur cétrimide est effectué chague 24h pendant 6jours de stockage a
6°1+°C.

Lafigure 09 montre que le nombre de P. aeruginosa dans|’ échantillon témoins aatteint
au 6°™ jour une charge de 5,95 logio UFC/g. Une application du mélange a une concentration
del’ ordre de 0,2%, a permisune réduction considérable le premier jour (3,63 logio UFC/g). La

croissance reprend |égérement pour atteindre une charge de 4.69 logio UFC/g 6™ jour.

Toutefois, lorsque le mélange est appliqué sur le produit a une concentration de |’ ordre
de 0,4%, la charge de P. aeruginosa a atteint des valeurs nulles partir du 1% jour de stockage,
et destaux de réduction de 100% par rapport au témoin ont été enregistrés lelong de la période

de stockage.
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Figure 09 : Cinétique de croissance de P.aeruginosa inoculé dans le fromage avec ou sans
traitement par le mélange optimisé. C1 : Concentration du mélange a 0,2% (v/m) ; C2 :
Concentration du mélange & 0,4% (v/m).
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CONCLUSION



Conclusion

La recherche de nouvelles substances naturelles susceptibles d'étre utilisées dans
I’ @ aboration de produits naturels bénéfiques pour lasanté et plus pratiques révéle actuellement
un intérét sans cesse grandissant. C'est dans cette perspective de recherche que s'inscrit la
présente étude mettant en valeur les propriétés antioxydantes et antibactériennes de S
holoschoenus et T. fontanesaii.

Les résultats de la premiére éape expérimentale portant sur |'optimisation de
I” extraction assistée par microonde montrent que I’ optimum en polyphénol s totaux est de 30,70
1,22 mg EAG/g de poudre, s obtient avec la combinaison de d' hydroacétone 53%, 600W et
69s. Cet extrait présente un taux de flavonoides de 0,29 0,01mg EQ/g, alors le pourcentage
d’inhibition du DPPH" est de 18,05 +1,09%.

Par ailleurs, |’ activité antibactérienne de |’ extrait brut optimisé contre la souche de P.
aeruginosa était plus faible par rapport a celle de sa fraction obtenue par I’ éthyle acétate (15,5
mm).

Plusieurs combinaisons de la fraction éthyle acétate, I'huile essentielle et I'acide
lactique ont été ont été testées dans le but d’avoir une éventuelle synergie. Les résultats sur
gélose Muller Hunton ont donné une meilleure zone d’ inhibition pour le mélange HE /EA a 37
et 6°C.

De méme, la détermination de la concentration minimale inhibitrice montre que P.
aeruginosa est plus sensible au mélange |” huile essentielle/ fraction éhyle acétate avec une
valeur de CMI de 0,048 %.

L’ application du mélange dans du fromage frais inoculé par P. aeruginosa a des
concentrations a mis en évidence |’ effet déterminant de la concentration. La concentration de
0,4% a engendré une réduction de 100% par rapport au témoin le long de la période de
stockage, aors qu’une réduction considérable a été enregistrée le premier jour puis reprise
Iégére de croissance pour lesjours suivants, avec la concentration de 0,2%..

Au vu des résultats obtenus, I’ utilisation de la combinaison de la fraction ethyle acétate
de S holoschoenus avec I huile essentielle de T. fontaneseii semble etre tres efficace contre P.
aeruginosa, notamment a basse températures. Ainsi, cette étude laisse suggérer la possibilité

d'utiliser cette combinaison comme bioconservateur.
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Il faut signaler que les extraits étudiés ne sont pas purs et les composés majoritaires ne
sont pasles seulsaavoir un réle dans |’ activité d’ un extrait, mais |’ ensembl e des composées de
ce dernier est a considérer. De plus, Il faut donc mener une éude détaillée permettant
I"identification des principes actifs contenus dans chague extrait, |’étude de leur activité
individuelle, ou de leur interaction afin de comprendre le phénomene responsable de la
synergie observée.

Il serait aussi intéressant d affiner cette étude par destests invivo afind évaluer ledegré

de leur toxicité
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Annexe 1 : Courbe standard des composés phénoliques (Acide gallique)
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Annexe 2 : Courbe standard des flavonoides (la quercitrine)
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Annexe |l :composition du fromage

Matiere grasse

Protéine de lait

Poudre de fromage cheddar

Stabilisant (SIN410, SIN 412 ? SIN471) BPF,
Régulateur d’ acidité.



Résumé

La conservation a basses températures est un recours quasi-systématique, cependant
elle valorise le développement de microorganismes psychrotrophes, notamment lorsque la
chaine du froid est rompue. Afin de remédier a ce probleme, I’essai d’incorporation des
extraits végétaux de Scirpus holoschoenus et de Thymus fontaneseii a été éaboré vis-a-vis de
Pseudomonas aeruginosa ACCT 27853. Ces agents se sont révélés actifs a de basses et
moyennes températures. Différentes combinaisons suivant un plan d’ expérience préétabli
démontrent I’ effet de synergie de I'huile essentielle (H.E) de T. fontaneseli et la fraction
d ethyle acétate de S. hol oschoenus dont |es diamétres des zones d' inhibions sont de 65 + 0.89
et et 23 + 0,7 a 6 et 37°C, respectivement. De méme, la valeur de la CMI la plus faible
(0,048%) a été enregistrée avec la combinaison H.E et EA (3:1, v/v). Le méme mélange est
additionné a des concentrations de 0,2 et 0,4% (v/m), au fromage frais expérimentalement
inocul ée avec la souche bactérienne. Apres, 6 jours de stockage a6 + 1°C, |’ accroissement est
de I’ordre de 5,95 logio UFC/g pour le témoin contre 4.69 logio UFC/g pour I’ échantillon
traité, alors la concentration de 0,4% a conduit alamort totale des cellules bactériennes.

Mots clés: Pseudomonas aeruginosa, psychrotrophe, Scirpus holoschoenus, Thymus
fontanesaii, fromage frais.

Abstract

Storage at low temperatures is a quasi-systematic use, however it enhances
development of psychrotrophic microorganisms, particularly when the cold chain is broken.
The objective of this study was to evauate the individua and combined effect of hydro-
acetonic extract from Scirpus holoschoenus, essential oil of Thymus fontaneseli and lactic acid
against Pseudomonas aeruginosa ATTC 27853. These agents were active at low and mean
temperature. Different combinations according to a experimental design demonstrate the
synergistic effect between essential oil and the ethyl acetate fraction with Diameter of the
inhibition zone of 65 + 0.89 and 23 + 0.7 a 4 °C and 37, respectively. Similarly, the lowest
value of MIC (0.048%) was obtained with the mixture of essential oil/ethyl acetate fraction
(3/1). This mixture was added to the experimentally inoculated cheese with the strain. After
6 days of storage at 6 £ 1 °C, the growth is of the order of 5.95 log10 CFU/ g for control and
4.69 1ogl0 CFU / g for the treated sample. While, the concentration of 0.4% resulted in the
complete death of bacterial cells

Keywords: Pseudomonas aeruginosa, psychrotrophic, Scirpus holoschoenus, Thymus
fontaneseii, fresh cheese



