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Introduction

I ntroduction

Depuis des siecles, I’'Homme a pu compter sur la nature pour subvenir a ses besoins de
base : nourriture, abris, vétements et également pour se soigner et venir a bouts des maladies
infectieuses. L’ utilisation thérapeutique des plantes est tres ancienne et évolue avec I’ histoire
de I’humanité (Lhuillier, 2007).

Beaucoup de remedes phytothérapiques sont nés des observations, de I'inspiration et
de I'expérience des guérisseurs. Ces observations et applications ont été enregistrées depuis
des millénaires dans les diverses parties du monde (Benzeggouta, 2005).

La découverte de la chimiothérapie (utilisation des agents chimiques en thérapie) a
relégué la phytothérapie a un rang secondaire, ains les antibiotiques sont devenus le
traitement de choix contre les maladies infectieuses.

Cependant, |I'émergence de microorganismes pathogénes multirésistants, dus a
I’'usage abusif et inapproprié des antibiotiques, pose un probleme de santé publique
particulierement préoccupant. En effet, la résistance des bactéries aux antibiotiques rend
guelque fois le traitement thérapeutique inactif (Chebaibi et al., 2007). Il est donc important
d orienter les recherches vers de nouvelles voies et surtout vers les végétaux qui ont toujours
servi de base a de nouveaux meédicaments (Oussou et al., 2010).

La flore algérienne constitue un immense gisement de molécules bioactives. Elle est
connue pour sa grande diversité et sarichesse en plante médicinale.

Ainsi, nous nous sommes intéresser a |’ éude de I’ activité antibactérienne de trois
plantes appartenant a la tribu des Genisteae (Retama sphaerocarpa, Retama raetam et
Spartium junceumes), ces plantes sont utilisées en médecine traditionnelle pour traiter les
douleurs abdominales, les diarrhées, ainsi que pour désinfecter les bléssures et les brulures.

Notre travail se compose de trois parties. La premiere partie de ce document est
consacrée a une synthese bibliographique relative aux polyphénols, leurs extractions et leurs
activités antibactériennes, ains que des données sur les plantes du genre Retama et Spartium,
leurs descriptions et leurs vertus. La seconde partie concerne |’ extraction et le dosage des
polyphénols de R. raetam, R sphaerocarpa et Spartium junceum ainsi que I'éude de
I’activité antibactérienne des extraits vis-a-vis de quelques souches homo-pathogenes. La

derniere partie est réservée aux résultats et discussions.

Y
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|. Composes phénoliques.
l. 1. Généralités

Les composeés phénoliques sont des molécules issues du métabolisme secondaire des
végétaux pour se défendre contre les agressions environnementales, ils peuvent étre définis
comme des molécules indirectement essentiels a la vie des plantes (d'ou leur nom de
meétabolites secondaires). Ils sont impliqués dans certains processus physiologiques tels que la
maturation des fruits. Ces composés regroupent de nombreuses molécules et représentent |’ un

des groupes les plus importants présents dans | e regne végétal (Zeghad, 2009).

Ces composes sont présents dans toutes les parties des végétaux supérieurs : racines,
tiges, feuilles, fleurs, pollens, fruits, graines et bois. Au niveau cellulaire, les composes
phénoliques sont principalement répartis dans deux compartiments : les vacuoles et la paroi
(Bénard, 2009 ; Zeghad, 2009). Dans les vacuoles, les polyphénols sont associés, avec des
sucres ou des acides organiques, ce qui permet de limiter leur toxicité pour la celule.
Concernant les polyphénols présents au niveau de la paroi, on trouve surtout de la lignine et
des flavonoides liés aux structures pariétales (Bénard, 2009).

Les composés phénoligues se caractérisent par la présence d'un ou de plusieurs cycles
benzéniques portant une ou plusieurs fonctions hydroxyles, leurs poids moléculaire est
compris entre 500 a 3000 Dalton, avec plus de 8000 structures phénoliques identifiées
(Urquiaga et Leighton, 2000). La structure des composés phénoliques varie des molécules
simples tel que I’ acide phénolique aux molécules hautement polymeérisées tels que les tanins
condensés (Macheix et al., 2005 ; Khan, 2010) .

Comme la mgjorité des métabolites secondaires, les polyphénols sont produits par les
plantes afin d’ accomplir des fonctions précises (Akroum, 2011) :

— Défense contre les phytopathogenes ; principalement les moisissures et les

bactéries.

— Phénomene d'aléopathie : certaines plantes émettent ces substances pour

inhiber la croissance des autres plantes.

— Protections contre les rayonnements UV.

— Mol écules qui donnent des ardmes et parfums aux plantes.

]
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De plus les polyphénols sont connus pour leurs propriétés pharmacologiques. Le
tableau | illustre quelques propriétés de certains composés phénoliques.

Tableau | : Propriétés pharmacol ogiques de quel ques polyphénols

L es composeés phénoliques

Activité

Références

Acides phénoliques

Antioxydant

Antimicrobienne

-Szaufer-Hajryh et Goslnska,
2004.

Coumarines Anti-inflammatoire -Ojala, 2001
Antibactérienne -Ojalaet al., 2000
Antivirale -Roschek et al.,2009 .
Flavonoides Anti-inflammatoire -Redko et al.,2006
Antibactérienne -Amic et al., 2003 .
Antioxydante - Cao et al.,1996
Antioxydante -Brunet, 2008; Lu et al.,
2006
Antiseptiques -Vandiest et al., 2007 ;
Tanins Frutos et al., 2004 ; Okuda

Anti-inflammatoire

Anti-hypertensives et anti-

Anticoagulante
Antivirale

et Ito, 2011
-Biaye, 2002
-Bruneton, 1999
-Biaye, 2002
-Okuda, 2005

|. 2. Classification des polyphénols

Les polyphénols forment une grande famille de composés chimiques. Ils possedent

plusieurs groupements phénoliques qui peuvent étre liée a d autres fonctions (al cooliques,

carboxyles...). Dans cette famille se trouvent de nombreux composeés, qui peuvent étre classés

en: Acides phénoliques, coumarines, flavonoides, tanins, lignines et stilbénes (Akroum,

2011).
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I. 2. 1. Acides phénoliques

Le nom «acide phénolique» en général, regroupe les phénols qui possedent une
fonction carboxylique lié au noyau benzénique. Ces composés comme tous les phénols sont
instables en milieu acalin. Ils tendent a s oxyder facilement (Bruneton, 1999 ; Krieps, 2009).

La mgjorité de ces composés sont liés soit a un ester, a un éther, a des composants de
la plante (celluloses, protéines), ou bien a de plus grands polyphénols (flavonoides, lignines),
comme ils peuvent étre liés aux plus petites molécules organiques telles que le glucose
(Robbins, 2003).Les acides phénoliques présents dans la paroi cellulaire sont supposés jouer
un réle important dans la réticulation de polysaccharides avec les autres composantes de la
paroi cellulaire (Parker et al., 2005).

IIs présentent un intérét important dans I’industrie alimentaire, ils ont été associés ala
couleur, qualité sensorielle, nutritionnelle et antioxydant des aliments. Ces acides phénoliques

sont également utilisés comme conservateurs naturel s (Robbins, 2003).
Structure et classification

Les acides phénoliques sont distingués en deux classes principales selon la position

des groupements hydroxyles sur le cycle aromatique (Dykes et Rooney, 2007).

a) Les dérivés de I'acide benzoique (hydroxybenzoique Cs-C,) (figure 1) généralement
tres faibles chez les végétaux comestibles. Ces dérivés sont assez rares dans
I’alimentation humaine, exemples: Acide benzoique, acide sdlicylique, acide p-

hydroxybenzoique.

Ry

OH

RS R,

Figure 1: Structure de base des acides hydroxybenzoiques (Muanda, 2010).

b) Les dérivés de I'acide cinnamique (hydroxycinnamiques Cs-Cs) (figure2) sont
présents avec une concentration élevée dans I’ alimentation humaine (Muanda, 2010 ;
khadem et Marles, 2010).
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R, K oH

Figure 2 : Structure de base des acides hydroxycinnamiques (Muanda, 2010).

|.2.2. Coumarines

Les coumarines constituent une classe importante de produits naturels. Ils ont été
isolés pour la premiére fois par Vogel en 1820 dans le Coumarouna odorata. Prés de 1000
COmMpOosEs coumariniques sont isolés dans plus de 800 especes de plantes appartenant aux

Apiacées, aux Astéracées, aux Fabacées, aux Rosacées, aux Rubiacées, aux Rutacées et aux

Solanacées (Onwukaema et al., 1999 ).
Structure et classification

Se sont des hétérocycles oxygénés (figure 3) ayant comme structure de base le benzo-
2-pyrone (Touafek, 2010).

X

O "0

Figure 3 : Structures de base de la coumarine (Schmauch, 2010).

Ils sont subdivisés en plusieurs sous classes selon la position de leurs groupements

hydroxyles et leurs substitutions (tableau I1).
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Tableau Il : Principaux types des coumarines (Macheix et al., 2006).

Structure Rs R7 Rs Coumarines
R6 H OH H Umbelliférol
OH OH H Aescultol
C =O [ OHCH; OH H Scopol étol
R7 OHCH; | OH OH Fraxétol
RS H OH OH Daphnétol

|. 2. 3. Flavonoides

Les flavonoides sont des pigments naturels répandus dans tout le régne végétal. Plus
de 4000 variétés ont été identifiées, dont beaucoup sont responsables de couleurs des fleurs,
des fruits, et des feuilles. IIs interviennent comme filtre UV et comme agent de protection
contre des microorganismes pathogenes (Nijveldt et al., 2001 ; Chebil , 2006 ; Kebieche,
2009).

Au niveau cellulaire, les flavonoides sont sous forme d hétérosides et se localisent

dans le suc vacuolaire, dans les chloroplastes et |les membranes des végétaux (Milane, 2004).
Structureet classification

IIs sont représentés par une structure complexe qui s organise toujours autour d' un
squelette 1,3-Diphénylpropane C6-C3-C6. Les deux cycles benzéniques sont nommeés cycle A
et cycle B reliés par une chaine en C3 (figure 4), qui peut étre complété par une fonction éther

formant ainsi un hétérocycle central, appelé cycle C (Isorez, 2007).

Figure4: Structure de base des flavonoides (Chebil, 2006).

Le classement des flavonoides est porté essentiellement sur les instaurations du cycle

C et sur le taux d’ oxydation de la molécule. Les variations au sein d’ une méme classe portent
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sur le nombre et la position des groupes hydroxyles présents sur les cycles benzéniques A et B

(Delcambre, 2010).

Les classes les plus fréquentes sont (tableau I11) : les Flavones, les flavonols, les

flavanones, les isoflavones, les flavanes, et les anthocyanines (Luthar, 1992 ; kinoshita et al.,

2005).

Tableau I11: Distribution de quelques flavonoides (Rg Narayana et al., 2001 ; Heim et al.,
2002 ; Ren et al., 2003 ; Chehil, 2006 ; Heneman et al., 2008 ).

Laclasse Structuregénérale | Exemples Distribution et teneur
2, Persil, thym, grains de céréale.
Flavones Apéginine (teneur = 5-100 mg/kg)
-y Ognons, cerises, pommes, poire,
Flavonols T ° IJ % Queércétine | chocolat, tomates, thé, vin rouge.
) (teneur = 56-250 mg/kg)
o~ Pommes ; thé.
Flavanols 2N L 5 Catéchine (teneur = 5-250 mg/kg)
e Oranges, pamplemousses
Flavanones 1 g OIQ” Hespéritine (teneur = 250-6000 mg/kg)
7O Soja, légumineuses.
| soflavones N u,/'x .. | Genisteine (teneur =150-1500 mg/kg)
© N
i Framboise, Fraises.
anthocyanines ?i-|---""-~ s Jﬁ' Cyanidine (teneur = 100-4000 mg/kg)
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|.2. 4. Tanins

Les tanins sont définis comme des composes polyphénoliques de poids moléculaires
allant de 500 & 3000 DA et de complexité variable. Ils ont la capacité de se lier fortement a
des macromolécules telles que les protéines et les polysaccharides. Ces composés sont
présents dans un grand nombre de produits d'origine végétale utilisés en tant que nourriture

animales ou humaine (Delcambre, 2010).

Structur e et classification

Les tanins sont divisés en deux groupes .

1) Tanins hydrolysables (figure 5. A)

Ce sont des hétéropolymeres possedant un noyau central constitué d un polyal. Il
s agit souvent d'un D-glucose sur lequel les groupements hydroxyles sont en partie ou en
totalité estérifiés avec I'acide galligue, exemples: les gdlotanins, [I'acide
hexahydroxydiphénique et les ellagitanins (Brunet, 2008).

Comme leur nom I’indique, ces substances s hydrolysent facilement en milieux acides
et acains ou sous I'action d enzymes (telle que les tanases) pour donner une fraction
glucidique (glucose) et une fraction polyphénolique (aide gallique, acide digallique ou encore
acide ellagique) (Doat, 1978).

2) Tanins condenses (figure 5. B)

Les tanins condensés sont des composés complexes définis chimiguement comme
étant des oligomeres (2 a 10 unités de Flavanes hydroxyles); ils sont classees en deux
groupes :

- Lescatéchols ou catéchines : se sont des dérivés du 3-hydroxy-flavane.

- Les Proanthocyanidine ou les Leucocyanidine: se sont des dérivés du 3,4-
dihydroxyflavane (Milane, 2004).

]
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(A) Tannins hydrolysables. (B) Tannins condensés.
Figure5 : Structures chimiques des tannins (Naczk et Shahidi, 2004).

|.2.5. Lignines

Lalignine représente 15 a 36% de la masse de matiére seche du bois des angiospermes
et des gymnospermes (Sarni-Manchado et Cheynier, 2006). Ce polymeére carboné a noyau
aromatique issue de la polymérisation oxydative de quatre types d’acools: les acools p-
hydroxycinnamyliques ou monolignols, les alcools p-coumarylique, les acools coniférylique
et les alcools sinapylique. Ce sont des polymeres réticulés qui se retrouvent chez tous les
végétaux, principalement au niveau des parois cellulaires, avec des compositions qualitatives
et quantitatives différentes selon les espéces (Jouanin, 2006 ; Bedon, 2007 ; Muanda, 2010)).

Les lignines renforcent les propriétés mécaniques des tissus de soutien des tiges et des
troncs, imperméabilisent les parois des tissus conducteurs ou circule la seve et serrent
d’agents de liaison entre les différents polymeres de sucres (Jouanin et al., 2006; Wertz,
2010). Elles participent aussi a la défense des plantes en constituant une barriere moléculaire

efficace contre les microorgani smes pathogenes ainsi que le stress abiotique (Bedon 2006).

l. 2. 6. Stilbenes

Les stilbénes sont des composés phénoliques contenant au minimum deux noyaux
aromatiques reliés par une double liaison (figure 6) (Belkheiri, 2010). Ils sont largement
présent dans les raisins, on cite: les Pterostilbénes, les Resvratrols et les Picéides (Perret,
2001) .
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Figure 6: Structure de base des stilbéenes (Belkheiri, 2010).

IIs sont connus pour leurs propriétés antioxydantes vis-a-vis des lipoproté nes a basse densité
(LDL) ; ils pourraient ainsi jouer un role protecteur contre les maladies cardiovasculaires. Ces
composés ont aussi des activités chimiopréventives contre le cancer (Belkheiri, 2010).

II. Facteursinfluencant la teneur en polyphénols dansles plantes

De nombreux facteurs peuvent avoir une incidence sur la teneur en polyphénols dans
les plantes:

v Eacteurs environnementaux

Les facteurs environnementaux ont un effet majeur sur la teneur en polyphénols. Ces
facteurs peuvent ére climatiques (I'exposition au soleil, pluie, lumiére, température) ou

agronomique (la culture dans les serres ou des champs) (Kondakovaet al., 2009) :
» Lumiére

La lumiére agit de fagon quantitative et qualitative. Elle est responsable de
I” augmentation des teneurs en composés phénoliques et plus particulierement des flavonoides
dans les tissus (Kondakova et al., 2009). L’activité de certaines enzymes de la voie de
biosynthese des polyphénols est stimulée par lalumiere. C'est |e cas entre autres de |a Phényl
ammonialyase (PAL) (Flores et al., 2005).

= Température

La température peut modifier les teneurs en polyphénols chez les plantes. En effet, un
stress thermique provoqué par des températures froides ou élevées entraine une augmentation
des activités PAL et CHS qui a pour conséguence |’ augmentation des teneurs en composés
phénoliques (Leyva et al., 1995). En outre, |’oxydation des composes phénoliques par les
polyphénols oxydases (PPO) et peroxydases (POD) est inhibée, ce qui maximise
I'accumulation des polyphénols (Rivero et al., 2001).
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v' Cycle végétatif

Pour une espece donnée, la proportion des différents constituants d’ un métabolite peut
varier tout le long du cycle végétatif, et cela par la transformation d’ un métabolite a un autre
en fonction des besoins de la plante a un stade donné du cycle végétatif (Bruneton, 1999). En
effet les concentrations d acides phénoliques diminues au cours de la maturation, alors que

elles des anthocyanes augmentent (Kondakova et al., 2009).

[11. Méthodes d’ extraction des polyphénols et facteursinfluencant leur extractibilité

[11. 1. Techniques d’extraction des polyphénols

Elles consistent a retirer a partir de plantes et de certains organes d'animaux, des
produits aimentaires, pharmaceutiques ou odoriférants. Les solvants utilises dans ces
procedés de séparation sont généralement |* eau, les alcools, les solvants organiques...etc (Ben
amor, 2008).

Dans les processus d' extraction de molécules spécifiques a partir d’ un milieu solide ,
|‘opération fait souvent appel a la diffusion d'un fluide dit solvant d extraction, cette
opération se présente ainsi comme une interaction solide — liquide.

Le transfert des molécules actives, vers le milieu extérieur alieu grace a une diffusion
basée sur le gradient de concentration en soluté entre la solution au voisinage intime de la
phase solide et |a phase liquide. A lafin de |‘opération, le systéme tend vers I équilibre et la
diffusion s arréte. Par contre si |a phase liquide est continuellement renouvel ée, ladiffusion se
poursuit jusgu’ a épuisement de la phase solide (Ben amor, 2008).

Il existe plusieurs méthodes d’ extraction :
[11. 1. 1. Percolation

Elle consiste a laisser couler un solvant généralement chaud sur un solide finement
broyé a fin de dissoudre les particules solubles. L’exemple type de cette méthode est la
préparation du café (Leybros et fremeaux, 1990)

|
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[11. 1. 2. Décoction

Dans cette opération le solide est trompé dans un solvant liquide mis en ébullition, il
S agit d'une opération brutale (trés rapide) qui doit étre réserver a |’ extraction de principes
actifs thermorésistants .Cette méthode est utilisée pour le traitement du malt en brasserie

(Leybros et fremeaux, 1990).
[11. 1. 3. Infusion

C’est une décoction durant la quelle le solide est plongé dans un solvant chauffé sans
gu’il soit bouilli suivie d' un refroidissement du mélange. La préparation de thé repose sur le

principe de I’infusion (Leybros et fremeaux, 1990).
[11.1. 4. Macération

Dans cette méthode la matiére végétale broyée est mise dans un récipient fermeé en
présence d'un solvant d extraction pendant au moins 3 jours sous agitation et a température
ambiante (Handa et al., 2008). L’opération est bien généraement lente et a rendement
souvent moyen mais c’est la seule méthode utilisable pour I’ extraction de molécules fragiles
(thermosensibles). Une macération efficace peut durer environ 3 a 10 jours ce qui implique
guelques inconvénients: fermentation ou contamination bactérienne (dans le cas ou le solvant
utilisé est I’eau) ce qui entraine une dégradation rapide des molécules activent (Leybros et
frémeux, 1990 ; Ben amor, 2008 ; Aiache et al., 2008).

[11. 1. 5. Extraction par Soxhlet

Cette extraction a été proposée pour la premiére fois par le chimiste alemand Franz
Ritter Von Soxhlet en 1879 en déterminant la matiere grasse du lait (Jensen, 2007).

Dans un systéme conventionnel de Soxhlet (figure 7) la matiére végétale est placée
dans une cartouche poreuse qui est remplie de solvant frais condense a partir d'un ballon a
distiller porté a ébullition. Quand le liquide atteint le niveau de débordement, un siphon aspire
la solution de la cartouche et la décharge de nouveau dans le ballon a digtiller, portant les
corps dissous extraits dans le liquide. Ces corps dissous (soluté) sont séparés du solvant par
distillation. Le soluté reste dans le flacon et le solvant frais passe de nouveau dans le lit de
solide. L'opération est répétée jusgu'a ce qu’ une extraction compléte soit réalisée (Wang et
Weller, 2005).

=,
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Cette méthode, simple et bon marché. Elle a I'avantage de mettre rapidement
I” échantillon en contact avec le solvant frais. A la fin de I’ extraction la filtration n’est pas
necessaire. Cependant elle nécessite beaucoup de temps et de solvant pour une seule

extraction. Il est impossible d' accélérer le processus par agitation (Penchev, 2010).
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Figure 7: Schémad’ extracteur de Soxhlet (Ben amor, 2008) .
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[11. 1. 6. Extraction par fluides super critique

Dans certaines conditions de température et de pression, un fluide peut avoir la densité
d' un liquide et la viscosité d'un gaz, d’ou une bonne diffusion dans les solides et un bon
pouvoir solvant. En théorie, plusieurs gaz peuvent étre utilisés, I'intérét Sest porté
initialement sur le dioxyde de carbone. Cet intérét est justifié par les divers atouts que possede
le dioxyde de carbone, parmi ces atouts : produit naturel, inerte chimiquement,
ininflammable, strictement atoxique, facile a éiminer totalement, séectif, aisément
disponible, peu réactif chimiquement et peu couteux. Les avantages de cette technologie sont
nombreux : capacité a fournir des extraits de composition trés proche de celles des produits
naturels, un rendement élevé, absence d’ hydrolyse et de réarrangement et possibilité de faire
varier la sélectivité, la viscosité en jouant sur la température et la pression (extraction et

fractionnement simultanés).

Initialement développée pour dénicotiniser le tabac, la méthode est maintenant
utilisable pour préparer les extraits d'épices, des aromes et des essences végétales pures.
L’extension de I'emploi des fluides supercritiques a I’extraction liquide-liquide et a la

chromatographie accroit |es possibilités d§aimportantes de ces procédeés (Bruneton, 1999).
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Le fluide supercritique peut ére combiné a un solvant, genéralement organique,

appelé le co-solvant, pour optimiser |’ extraction (Michidin et al., 2011).
I11. 2. Facteursinfluencant les performances d’ une extraction

Plusieurs facteurs peuvent influencer le taux ou le rendement d une extraction (Poirot,
2007) :

- Taille des particules : plus la matiére végétale est fine plus I’ acces du solvant

d extraction est plus facile donc rendement plus éevé.

- Forme des particules: le rendement d une extraction est optimal avec des

particules de formes cylindriques ou sphériques, alors qu'il est minimal avec des

particules planes

- Influence du soluté : Le soluté a extraire influence la diffusion par sa structure
moléculaire, sataille, salocalisation et ses liaisons dans la matiere végétale a d’ autres
composes. Il a éé montré que la vitesse de diffusion diminue quand la taille
moléculaire augmente.

- Influence de la température: L’élévation de la température augmente la

solubilité et la diffusivité de la solution et réduit sa viscosité. Elle augmente aussi la
perméabilité des parois cellulaires et donc diminue la sélectivite.

- Influence de |'agitation: Une agitation mécanique des particules dans le

solvant permet le maintien en suspension de celles-ci et I’ homogénéisation du milieu.

- Influence de I’humidité: la diffusivité est inversement proportionnelle a la
teneur en eau du solide.

V. Activité antibactérienne des polyphénols et leurs modes d’ action

Plusieurs travaux ont démontré les eff ets antibactériens des polyphénols.

V. 1. Activité antibactérienne des acides phénoliques

D’aprés Cowan, 1999, latoxicité d'un acide phénolique vis a vis des bactéries est dle
a l'inhibition de leurs enzymes par les groupements hydroxyles se trouvant sur le noyau
benzénique de I’ acide et cela par la formation de liaisons avec des groupements sulfhydryle

(-S-H) ou par d'autres interactions non spécifiques avec les protéines bactériennes.

¥y
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Le site () et le nombre de groupements hydroxyles se trouvant sur le noyau
benzénique des acides phénolique est en relation étroite avec leurs toxicité vis-avis des
bactéries. En outre, il a été démontré que les acides phénoliques plus fortement oxydés ont

une activité inhibitrice plus éevé (Ciocan et al., 2007).
IV.2. Activité antibactérienne des flavonoides

Les flavonoides ont une activité antibactérienne tres vaste et trés diversifiée. IIs sont
capables d'inhiber la croissance de différents types de bactéries; la quercétine qui inhibe la
croissance de Staphylococcus aureus, Escherichia coli et Bacillus subtillis (Ra) Narayana et
al., 2001 ; Tapas et al., 2008) et les isoflavonoides inhibent la croissance de Bacillus brevis
(Redko et al., 2006).

Le mécanisme de toxicité des flavonoides peut éreliéa:

- Des interactions inactivatrices des adhesines microbiennes, des protéines de
transport et d'enveloppe cellulaire (Cowan, 1999).
- L'inhibition des enzymes hydrol ytiques (les protéases et |es carbohydrol ases).
- la quercétine est capable d'inhiber I’ADN gyrase bactérienne par deux
mécani Smes :
+ En se fixant sur I’ADN au niveau des sites d’insertion de I’ enzyme bloquant
ainsi son activité.
+ En bloguant le site de fixation de I’ATP qui se trouve sur I’ADN gyrase qui
provoque le clivage de I’ ADN bactérien (Dadi et al., 2009).

V. 3. Activité antibactérienne des tanins

Plusieurs études in vitro, ont démontré que les tanins présentent une activité inhibitrice
de la croissance de plusieurs especes tel que Staphylococcus aureus, Escherichia coli et
Salmonella typhimurium (Afify et al., 2012).

La structure chimique des tanins présente de nombreux groupements hydroxyles et
phénoliques qui leurs conférent la propriété d étre solubles dans I'eau et les solvants
organiques. Ils ont la capacité de se fixer a la quasi-totalité des protéines formant ainsi des
complexes irréversibles en conditions de stress oxydatif. Comme ils peuvent étre liés avec
I’ ADN induisant des modifications conformationnelles. (Brunet, 2008)
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Le degré d activité dépend du type de tanin. En effet, les tanins condensés sont plus
actifs que les tanins hydrolysables (Molan et al.,2001; O’ Donovan et Brooker, 2001 ; Goal et
al., 2005).

Trois principaux mécanismes d’ action des tanins sur les micro-organismes ont été
SUggéres :

Inhibition de |'activité enzymatique

C'est le mécanisme le plus commun. Il provoque une diminution des activités de diverses
enzymes telles que: |'urease, la carboxymethylcellulase, la protéase, la glutamate
déshydrogénase, la pectinase, la [-galactosidase... etc. Cela est du aux changements
conformationnelles des enzymes en présence des tannins.

Perturbation de lafonction des membranes

Les tanins empéchent |’ entrée des substrats aux cellules en diminuant leurs perméabilités par
laformation de complexes avec des protéines de laparoi cellulaire.
Agent chélateur

IIs ont la capacité de chélater le fer, ansi I'indisponibilité de ce métal affecte I’ activité des
métallo-enzymes des cellules microbiennes ce qui provoque I'inhibition de la croissance de
celles-ci (Goal et al., 2005).

V. Méthodes de détermination de I’ activité antibactérienne des polyphénols
Il existe plusieurs méthodes qui permettent la mise en évidence de I'activité

antibactérienne des composés phénoliques.

V. 1. Méthodes de diffusion sur agar

Cette méthode consiste a la diffusion des extraits de plante existant dans les disques ou

dans les puits.
a. Méthode desdisques

Cette méthode a été développée en 1940. Elle a été largement utilisée pour I’analyse
de I'activité antimicrobienne des extraits de plantes. Son principe est basé sur la diffusion de
la substance a tester & partir d’'un disque de papier Wattman N'1(Das et al., 2010)
préalablement déposé sur une gélose approprié comme Mueller-Hinton ou gélose nutritive

(Doughari, 2006 ) ensemenceée en surface avec une culture pure de microorganismes. Apres
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incubation, des zones d’inhibitions apparaissent autour des disques si la substance testée est
active (Singleton, 1999).

b. Méthode des puits
Le principe de cette méthode consiste a mesurer apres 24 heurs d’incubation a 37 °C
les zones d'inhibitions autour des puits de 6 mm de diametre remplie d' une dilution d’ agent
antibactérien (Belaiche, 1979 ; Mbataet al., 2006 in Ncube et al., 2008).

V. 2. Méhodes de déermination de la concentration minimale inhibitrice:

La détermination précise de la CMI d' une substance bioactive est parfois nécessaire

pour compléter les données de I antibiogramme. Parmi ces méthodes on cite :

» Dilution en milieu gélosé:

Elle consiste a préparer une série de milieux gélosés contenant des concentrations
croissantes de la substance. Les souches bactériennes a tester sont ensemencées sur ces
milieux en quantité standard. Apres 24 heures d’incubation & 37 °C, on détermine la plus

faible concentration de substance pour laquelle aucune croissance est observée (Avril, 2002).

> Dilution en milieu liquide :

Cette méthode consiste a préparer une série de tubes de bouillons nutritif contenant
des concentrations croissantes d'extrait a étudier, ces tubes sont en suite ensemenceés par une
suspension bactérienne standardisee. La lecture est effectuée visuellement aprés incubation a
37°C pendant 18 a 24 heures.

La croissance bactérienne est indiquée par laturbidité. Le résultat est positif lorsqu’un
trouble apparait dans les tubes. Le premier tube ou il n'y a plus de culture visible indique la

concentration minimale inhibitrice (Kamagate et al., 2001).

» Méthode de porte germe

Le porte-germes est constitué d'une bandel ette de papier filtre. Il est immergé dans une
culture d'un germe test, séché puis mis en contact avec des concentrations croissantes des
extraits. La survie ou la destruction du germe est mise en évidence par immersion du papier
préal ablement séché dans un bouillon nutritif pendant 24 heures a 37°C ( Lahlah, 2008).

Y,
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L’ effet antibactérien d’ un agent peut étre bactériostatique ou bactéricide.
v Effet bactériostatique
Il s'agit d’une inhibition de la croissance bactérienne qui reprend dés que la substance
disparait (Muanda, 2010).
v Effet bactéricide
C’'est une action |étale sur les bactéries provogué par |’ agent antibactérien (Muanda,
2010).

V1. Description des espéces sélectionnées pour notre étude

Les Légumineuses représentent la plus grande famille d’ Angiospermes, en nombre
avec plus de 18000 especes de répartition mondiale, classés en environ 750 genres (Louis,
2003). Elles sont composées de trois sous-famillesqui sont les Mimosoideae, les
Caesalpinoideae et |es Papillonoideae ou se trouve les genres Retama et Spartium (Quezel et
Santa, 1962 ; Guerrouj et al., 2009).

Dans ce travail, nous nous intéressons aux espéces du genre Retama et Spartium.

En Algérie le genre Retama compte trois especes : R. monosperma, R. sphaerocarpa et
R. raetam alors que le genre Spartium est représenté par S. junceum (Quezel et Santa, 1962),
selon ces auteurs les especes du genre Retama et Spartium sont classees tel que dans le

tableau suivant.

Tableau IV : Systématique de Retama et Spartium (Quezel et Santa (1962)

Régne Végétal V égétal
Embranchement Spermaphytes Spermaphytes
S. embranchement Angiospermes Angiospermes
Classe Dicotyl édones Dicotylédones
Ordre Fabales Fabales
Super famille L égumineuses L égumineuses
Famille Fabacées Fabacées
Sous famille Papilionacées Papilionacées
Genre Rétama Spartium
R.sphaerocarpa.
Espéces R.monosperma Spartium junceum
R.raetam
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V1.1. Description Botanique des espéces de Retama et Spartium
% Quezel et Santa (1962) ont donné une description détaillée des espéces du genre
Retama et celle de Spartium junceum
e Retama sphaerocarpa
Arbrisseaux de 1 a 2 m a rameaux pubescents plus au moins dresses, caractérises par
de petites fleurs jaunes (5-6 mm), situées en grappes latérales sur les rameaux agés, feuilles
trés petites, gousse globuleuse, jaune-brun de 7-13x 5-7 mm. Ces plante préférent les
péaturages rocailleux.
e Retamaraetam
Arbuste saharien de 1 a 3,5 m de hauteur a rameaux veloutés, fleurs blanches de 8-10
mm, étendard égalant la caréne ou plus long, gousse non dilatée sur sa nature ventrale

contenant une petite graine.
e Spartiumjunceum

Arbuste de 1 a 4 métres, non épineux, dressé, a rameaux effilés, cylindriques,
compressibles, finement striés, d une couleur verdétre, peu de feuilles smples, unifoliolées
rapidement caduques, glabres en dessus, a poils appliqués en dessous ; fleurs jaunes, grandes,
aromatisées, situées en grappes terminales ; calice scarieux, glabre, fendu jusgu'a la base en
une seule levre coupée obliquement et terminée par 5 petits dents ; éendard grand,
orbiculaire, redressé ; carene en bec acuminé ; éamines monadelphes ; style courbé au

sommet ; gousse de 6-8 cm sur 7 mm, linéaire, presque glabre, noire ala maturité.
V1. 2. Répartition géographique

Les légumineuses du genre Retama sont rencontrés dans les régions méditerranéennes
du nord de I’ Afrique, du sud de I’ Espagne et du Portugal.

En Algérie ces plantes poussent sur de vastes éendues allant des dunes de sable du

littoral humide jusqu’ a celles des zones seches et arides (Boulila et al., 2009).

Benmiloud et al (2011) ont dressé une carte de la répartition des especes de Retama en

Algérie (figure 8). En effet d’ aprés ces auteurs :

— Retama monosperma colonise de larges étendues sur le littorale oranais, algérois, et le
long du littorale de larégion de Jijel.
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— Retama raetam est localisé a: Ain-Sefra, Touggourt, Ouargla, sud de Djelfa, I’est de
Biskra, le sud oranais, et Bgaa.

— Retama sphaerocarpa se trouve a: Beaia, Bouira, Ain-Sefra, Ghardaia, Djebel
Amour et les plaines de Batna etc.
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Figure 8 : Larépartition géographique des especes de Retama en Algérie (Benmiloud

etal., 2011).
Le genre Spartium des légumineuses se localise aux Coteaux arides de toute la
méditerranée, jusgue dans le Rhone, le Lot et la Dordogne ; Corse, le sud Européen ; Asie

occidentale ; Afrique du nord jusqu'aux lles Canaries (Benoit, 2012).

V. 3. Intérét de Retama

Le genre Retama regroupe des especes tres intéressantes, du point de vu écologique et
pharmacol ogique.

a) Intérétsécologiques:

Selon les travaux de Mittler et al., (2001), Retama raetam est une plante commune
des écosystemes arides qui entourent la méditerrané. Elle s adapte bien aux conditions les
plus extrémes tels que: les longues périodes de secheresse, le manque de nutriments, la
température élevée.. . etc.

Les espéeces de Retama notamment Retama sphaerocarpa jouent un role majeur dans
la revégétalisation et la fertilisation des sols des zones arides et semi-arides gréace aux
associations symbiotiques avec des mycorhizes, qui colonisent ses racines ou les rhizobia qui
forment des nodul es (LOpez-pentor et al., 2003 ; Caravacaet al., 2003 ; Alguacil et al., 2011).
Elles contribuent également ala diminution de I’ utilisation des engrais azotés et ala réduction

de I’ émission des gaz a effet de serre (Rispail et al, 2010).
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b) Intérétspharmacologiques:

Edziri et al (2007) et (2008) ont réalisé des tests antibactériennes des extraits floraux
de R. raetam vis-a-vis de quelques souches Gram positif et Gram négatif. Ces tests ont révélé
une sensibilité importante du SARM et E. coli vis-a-vis de ces extraits. En outre, les travaux
de Louaar et al (2007) sur les extraits des feuilles de R. sphaerocarpa ont révélé une activité
antibactérienne contre deux souches de S. aureus.

Des recherches ont montré que |’ extrait agueux de Retama raetam avait un effet
hypoglycémique ainsi que sur le métabolisme lipidique (Maghrani et al., 2003).
L’ administration orale de I’ extrait agueux réduisait de fagon significative le taux de glucose
et la concentration des triglycérides dans le sang des rats normaux, ainsi que des rats
diabétiques.
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Matériel et méthodes

Matériel biologiques

.1 Matériel végétal

Matériel et méthodes

Dans cette éude 3 especes de légumineuses R. sphaerocarpa, R. raetam et S. junceum
récoltées par M"® HAMMOUCHE ont été utilisées (tableaux V).

Tableau V : Photographie, date et lieu de récolte des plantes étudiées durant ce travail.

Espéce Lieu et date de Parties Photo
récolte végétale
Mars 2011 a
Retama Tizeguine, Gousses
sphaerocarpa Bousselam, et tiges
Bouandas (Sétif)
Retama Avril 2011 &
raetam Lotta, Souk el tiges
tenine (Begjaia)
Mars 2011 a
Tizeguine,
Spartium Bousselam, tiges
junceum Bouandas (Sétif)

E
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Figure9 : Sites de récolte de la matiére végétale (Google Earth).
R : sitederécoltede R raetam.  S: site de récolte de R. sphaerocarpa et Spartium junceum
I. 2. Souches bactériennes

Pour tester |’ activité antibactérienne des extraits étudiés, nous avons utilisé 7 souches

appartenant a différentes espéces.

v Gram positif:  Bacillus subtillis (ATCC6633); Saphylococcus aureus
(ATCC25923); SARM (Saphylococcus aureus résistant a la méthycéline)
(ATCC43300).

v' Gram négatif : Escherichia coli (ATCC 25922) ; Pseudomonas aeruginosa (ATCC
27853) ; Salmonella sp. ; Vibrio cholerae.

[I. Méthodes.
[1. 1. Préparation du matériel végétal
Aprés larécolte, les échantillons ont été préparés pour |’ extraction.
- Nettoyage et séchage

Les tiges ont été débarrassées des débris ainsi que des tissus morts. Les gousses de
R.sphaerocarpa ont été égrenées, puis le tous a été soigneusement nettoyées avec de |’ eau du

robinet puis séchées dans un endroit bien aéré et al’ abri delalumiére.
- Broyage et tamisage

Dans un broyeur éectrique le matériel végétal a été broyé puis tamisé jusqu'a

I’ obtention d’ une poudre fine et homogéne. Cette texture fine permet d’ augmenter la surface

23
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de contact entre le solvant et |a matiére végétale, et supposé donner un rendement d’ extraction
tresimportant (Wichtl et Anton, 2003 ; Poirot, 2007).

- Stockage

Les poudres obtenues ont éé stockées dans des boites opagues fermées

hermétiquement afin d’ éviter d’ éventuels dégradation par I” humidité ou lalumiere.
I1. 2. Extraction des composés phénoliques

Afin d'extraire les principes actifs des plantes testées, une extraction de type
solide/liquide (macération) a été réalisée avec deux solvants, le méhanol et I’ acétone.
D’apres Ncube et al., (2008) le meilleur rapport d extraction est de /10 (P/V) aing, le
protocole adapté est |e suivant :

v' 20 g de poudre de chaque échantillon sont mis a macérer dans 200 ml de
solvant d’ extraction.

v' Le mélange est soumis a une agitation mécanique, a température du laboratoire
pendant 24heures.

v A lafin de la macération, une filtration est réalisée afin de séparer le solide (la
fraction non soluble) du liquide (solution méthanolique ou acétonique).

v Les solutions obtenues sont évaporée sous vide a 40°C au rotavapeur (KIKA
L abortecknik).

Le rendement d’ extraction est calculé par laformule suivante :

Taux d’extraction (%) = [(P1- Po)/E]. 100

P1 : poids du ballon avec I’ extrait sec en g.
Po: poids du ballon vide en g.
E : poids de la poudre végétale en g.

Les extraits secs obtenus sont reconstitués dans du Diméthyle sulfoxide (DM SO) pour
avoir une concentration finale de 400 mg/ml (solution mere).
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I1. 3. Dosage des polyphénolstotaux (PPT)

La teneur en composés phénoliques des différents extraits a été déterminée en
utilisant le réactif de Folin-Ciocateu selon la méthode décrite par Singleton et Rossi en
1965 (Muanda, 2010).

Le réactif est constitué d’un mélange d acide phosphotungstique (HsPW1,040) €t
d’ acide phosphomol ybdique (HsPM01204). Il est réduit lors de |’ oxydation des phénals, en
un mélange d’ oxydes bleus de tungstene et de molybdene (Boizot et Charpentier, 2006). La
coloration produite, dont I’absorption maximale a une longueur d’onde A de 725 nm, est
proportionnelle a la quantité de polyphénols présentes dans les extraits végétaux (Bouaziz et
al., 2009).

La solution mére de chaque extrait est diluée a 100mg/ml. A partir de ces dilutions
nous avons prélevé 0,1 ml de chaque échantillon, au quel nous avons gjouté 0,9 ml d' eau
distillée, 0,9 ml du réactif de Folin-Ciocalteu (1N) puis 0,2 ml d’une solution de carbonate de
sodium (NaCO3) a 20 %. Ce mélange est ensuite agité au vortex (VELP Scientifica). Les

tubes sont incubés a température ambiante pendant 40 minutes al’ abri de lalumiére.

La lecture de I’absorbance est effectuée par un spectrophotometre (Shimadzu). Le
témoin est congtitué d'un mélange semblable a celui préparer préalablement dépourvu de
I’ extrait qu’ est remplacé par le DM SO. Notons gu’ une courbe d’ étalonnage est préal ablement
réaisée avant I'anadlyse avec de |'acide gallique dans les mémes conditions que les
échantillons a analyser (annexe 1). Les résultats obtenus sont exprimés en mg équivalent acide

gdlique par gramme de matiere seche (mg E AG/g MS).

[1. 4. Etudedel’ activité antibactérienne des extraits

Dans cette partie, nous avons testé I’ activité antibactérienne des extraits phénoliques
obtenus, leur concentrations minimales inhibitrices ainsi que la nature de I effet

antibactérien.
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II.4.1. Recherchedel activitéantibactérienne desextraits phénoliques

L’ éude de I’activité antibactérienne est réalisée par la méthode de diffusion sur

milieu solide, décrite par Laouer (2004).

Il repose sur ladiffusion de I’ extrait, contenant les principes actifs, a partir des disques
déposés sur un milieu solide. L’ apparition d’ une zone d’inhibition autour des disquesrévéle la
sensibilité de la souche bactérienne vis-a-vis de |’ extrait utilisé, plus la zone d’inhibition est

grande, plus grande est la sensibilité de la souche (Belaiche, 1979).

Nous avons utilisé une suspension bactérienne d’ une opacité de 0,5 Mc Farland
correspondant a une densité optique de 0,08 - 0,1 évauée a une longueur d onde A 625 nm.
Cette suspension bactérienne est préparée a partir d’une culture pure et jeune (&gée de 18
heures). Cet inoculum sert a ensemencer la gélose Mueller-Hinton (MH) (Annexe I1) coulée
dans des boites de Pétri sur une épaisseur de 3 mm, les boites sont ensuite séchées al’ éuve a
37 °C avant leur utilisation (Laouer, 2004).

L’ ensemencement est effectué par écouvillonnage, il consiste a tremper un écouvillon
stérile dans la suspension bactérienne, I’essorer a I'intérieur du tube puis le frotter a trois
reprises sur toute la surface gélosée de fagon a former des stries serrées, en tournant la boite a
environ 60 ° apres chague application pour obtenir une distribution égale de I'inoculum. Pour
chague souche testée, 9 boites sont écouvillonnées, (3 boites pour les extraits, 3 boites pour le

Témoin négatif (DM SO) et 3 boites pour les Témoins positif.

Des disques de papier filtre d'un diametre de 6 mm ont éé préparés, stérilises puis
déposés a la surface des boites ensemencées. 10ul de la solution a tésté (200 mg/ml) de

chague extrait sont déposés ala surface des disques.

Trois antibiotiques: Tétracycline 30 pg (Tét), Chloramphénicol 30ug (C),
Gentamicine 10 pg (GEN) sont utilisés comme témoin positif et 10 ul de DM SO sont utilisés
comme témoin négatif. Les boites sont incubés a 4 °C pendant une heure pour permettre une

bonne diffusion.

Apres 24 heures d’incubation a 37 °C, les diameétres des zones d’ inhibition sont mesurés.

&
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[1. 4. 2. Détermination des concentrations minimalesinhibitrices (CMI)

La méthode de dilution permet la détermination de la CMI a partir d’'une gamme de
concentration de I’extrait. A partir de la solution mére (400 mg/ml) de chaque extrait, une
gamme de concentration est préparée dans du DM SO : 400 mg/ml, 200mg/ml, 100mg/ml, 50
mg/ml ; 25 mg/ml et 12,5 mg/m.

3ml de la solution mere et de chague dilution ainsi que de DMSO (témoin négatif)
sont introduits dans des flacons contenant 57 ml de MH (annexe I1) en surfusion. Les
mélanges sont bien homogeénéi sés puis immediatement répartis dans 3 boites de Pétri araison
de 20 ml par boite (Laouer, 2004). Ainsi la concentration final de chaque milieu sera de
20mg/ml, 10mg/ml, 5mg/ml, 2,5mg/ml, 1,25mg/ml, 0,75mg/ml.

Apres solidification, I'ensemencement des géloses est effectué a partir d'une
suspension bactérienne de 0,5 Mc Farland, sous forme de stries espacées et paralléles. Apres

incubation a 37 °C pendant 24 heures, nous avons noté les CM1 pour chaque souche.
I1. 5. 3. Détermination de |’ effet bactéricide ou bactériostatique

A partir de la boite contenant la CMI, gratter une petite quantité de la gélose a partir de
la strie sans croissance, puis procéder au repiquage dans un tube de bouillon nutritif (Annexe

[11) et observer laformation de trouble aprés 24 heurs d’ incubation a 37 °C (Laouer, 2004)
[11. Etude statistique

Dans le but de comparer entre les différents résultats obtenus dans la présente étude, les
données sont traitées de fagon statistique a I'aide du logiciel XLSTAT-Pro 7.5 par des
analyses des variances (ANOVA a 2 facteurs) a un niveau de signification de 95 % suivi du

test Student-Newman-Keuls (SNK) en cas de différence significative.
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Résultats et discussions
|. Rendements des extr actions

Les rendements des extractions obtenus apres concentration des extraits méthanoliques
et acétoniques du matériel végeétal étudié sont regroupés dans |e tableau suivant :

Tableau VI : Rendement en extrait sec des trois especes végétales éudies.

Echantillon | Retama sphaerocarpa | Retama raetam Spartium junceum
Solvant Graine tige tige Tige
Méthanol | 12,86% 17,1% 12,23% 12,13%
Acétone 10,35% 9,55% 11,34% 7, 7%

D’ apres ce tableau, des variations des rendements d’ extraction ont été observés pour
chague extrait. Ces différences pourraient étre dues a la variabilité du solvant et/ou la partie

veégétale utilisée.
=  Sdon lesolvant d’extraction

La figure 10 regroupe les résultats des rendements d’ extractions en PPT obtenus avec
les deux solvants. Ces résultats montrent clairement que les rendements obtenus avec le
méthanol sont plus importants que ceux obtenus avec I'acétone. En effet, les extraits
méthanoliques des graines (10,35%) et des tiges (17,1%) de R.sphaerocarpa, des tiges de
Rraetam (12,23%) ainsi que ceux de S. junceum sont plus élevés que les rendements obtenus
avec |’acétone (10,35%) et (9,55%) pour les graines et les tiges de R. sphaerocarpa, pour
R.raetam (11,34%) et pour S. junceum (7,7%).
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17,10%

15,00% | 12,86%
10,35%

12'23%11 34% 12,13%

R.sphaerocarpa (G) R.sphaerocarpa (T) Rraetam(T)  Sjunceum(T)

Extraits
H rendement avec le méthanol i rendement avec |'acéone

Figure 10 : Taux d’extraction en polyphénols des différentes plantes étudiées

D’apres Cowan (1999), plusieurs solvants peuvent étre utilisé pour |’ extraction de
composés phénoliques (méthanol, acétone, éthanol, eau,... etc.). Les solvants d’ extractions
utilisé dans notre travail sont le méthanol et |’ acétone, ces derniers ont |’ avantage d’ extraire le
maximum de composés phénoliques hydrophiles avec le minimum de sucre. lls sont

également faciles a éliminer sous vide (Liégeois et al., 2000 ; Boizot et al., 2006 ).

Beaucoup d'auteurs ont établi que le rendement d'extraction des composeés phénoliques
varie considérablement selon la polarité du solvant utilisé (Turkmen et al ., 2006 ; Lapornik
et al., 2005). Ces variations peuvent également étre attribuées a la différence d’ affinité des
composés phénoliques vis-a-vis du solvant d’ extraction, aleur degrés de polymeérisation ou a
leur engagement dans d'autres structures moléculaires formants ainsi des complexes
insolubles (Cacace et Mazza, 2002). En outre, Mau et al (2005) ont rapporté que les
rendements éleveés obtenus avec le méthanol peuvent étre dus a la solubilité de la plupart des
composeés dans ce solvant.

= Seon I'espece et la partie végétale utilisée

Les résultats obtenus (Tableau V1) montrent que les extraits des tiges (17,1%) de R.
sphaerocarpa présentent un meilleur rendement que la graine (12,86 %). Si nous comparons
entre les différentes espéces, nous pouvons dire que les rendements obtenus avec les tiges de
R.sphaerocarpa sont meilleurs par rapport a ceux de R.raetam et ces derniers sont a leurs
tours meilleurs que ceux de S. junceum. Nous pouvons conclure gque le taux d’ extraction varie
d une espece a une autre voire d'un organe a un autre au sein de la méme plante. Cette

variation de rendement entre les parties végétale utilisées concorde avec les travaux effectués
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par EI Diwani et al (2009) sur les feuilles, les tiges et les racines de Jatropha curcas

d Egypte.

D’autres paramétres non étudiés peuvent également influencer |I'efficacité de
I’ extraction tels que la méthode d extraction (Ates et Erdourul, 2003; Escribano-Bayon et
Santos-Buelga, 2003; Hayouni et al., 2007), la structure chimique des composées a extraire,
la taille des particules formant I’ échantillon, le temps de macération ainsi que les conditions
de stockage (Naczk et Shahidi, 2004 ; Turkmen et al., 2007). De plus, il est difficile de
développer une procédure d extraction souhaitable pour tous les métabolites secondaires ou

pour une classe spécifique de ces composeés (Robbins, 2003 ; Naczk et Shahidi, 2006).

II. Teneur en polyphénolstotaux

Les résultats du dosage des polyphénols totaux des extraits sont illustrés dans le
tableau VII. Ces résultats indiquent clairement des différences au niveau des teneurs. Ils
dévoilent également que la valeur la plus élevée est observée dans I'extrait des tiges de
R.raetam obtenue avec I’ acétone comme solvant (1263,010+0,24 mg E AG/g MS), tandis que
la plus faible est observée dans I’ extrait des graines de R.sphaerocarpa obtenu avec |’ acétone
(564,603+0,08 mg E AG/g MS). La aussi ces variations pourraient étre dues a la nature du

solvant, ala plante elle méme, et/ou ala partie végétale utilises.

Tableau VII : Teneur (mg EAG /g MS) en polyphénols totaux des matieres végétales

Extrait R.sphaerocarpa R.raetam S. junceum
solvant Graine Tige Tige Tige
M éthanol 892,760+0,61 | 1253,967+0,48 | 812,343+0,58 876,533+0,05
Acétone 564,603+0,08 | 1145,123+0,0 | 1263,010+0,24 | 858,723+0,24

= Selon lesolvant d’extraction
Les teneurs en PPT des extraits obtenus avec le méthanol et |’ acétone sont présentées
danslafigure 11. Ces résultats montrent que le solvant d’ extraction a un effet variable sur ces
teneurs. D’une part, les teneurs des extraits méthanoliques des tiges de R. sphaerocarpa et S.
junceum sont respectivement 1253,967 mg EAG/g MS et 876,533 mg EAG/g MS et ceux des
extraits acétoniques : 1145,123 mg E AG/MS et 858,723 mg E AG /g MS, ces valeurs sont
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trés proches avec des différences non significatives (p > 0,05). Ce qui nous permet de dire que
le solvant d’ extraction n’a pas d’ effet sur lateneur obtenue pour ces deux especes.

D’autres parts, nous remarquons que le solvant d extraction pourrait jouer un réle
important sur la teneur en PPT. En effet, les teneurs des extraits des tiges de Rraetam
obtenues avec I’ acétone (1263,010 mg E ag/ g MS) sont plus importantes par rapport a celles
du méthanol (812,343 mg E AG/g MS) (P < 0,05). En outre, les teneurs en PPT des extraits de
graines de R.sphaerocarpa obtenus avec le méthanol (892,76 mg E AG/g MS) sont plus
importantes par rapport a celles obtenues avec I’ acétone (564,603 mg E AG/g MS) (p < 0,05).

Les résultats révelent, également que I'extrait des tiges de R.raetam présente la
teneur la plus éevée en polyphénols (extrait acétonique) néanmoins cet échantillon a montré
un rendement faible comparé aux autres extraits. En outre les extraits acétoniques des graines
de R.sphaerocarpa présentent la teneur la plus faible (564,603 mg E AC/g MS) or cet
échantillon a un rendement éleveé (10,35%) comparé a celui des tiges de la méme espéce et de
Soartium. Nous pouvons deduire que les extraits avec un rendement élevé ne présentent pas
forcement les teneurs les plus importantes en polyphénols. Ces résultats pourraient étre
expliqués par la différence de composition chimique entre les extraits.

H extrait méthanolique & extrait acétonique

1600
g 1400 1253,967 1263,01
E, 1200 1145,123
E’glooo ' 8761533 858,723
% %” 800 564,603
2 g 600 T
3 400
é 200

0
R sphaerocarpa (G) R.sphaerocarpa (T) R.raetam(T) Sjunceum
Extraits

Figure 11: Teneur en polyphénols totaux des extraits obtenus avec |le méthanol et I’ acétone.

En effet Doughari (2006) a rapporté que différents solvants ont |a capacité d'extraire
différents constituants selon leurs solubilités et leurs polarités. Les éudes effectués par
Prosper-Cabral et al (2007) ont également révélés une différences entre la composition et la

/4
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concentration en composes phénoliques des extraits obtenues avec e méthanol, (éthanol/eau)
et l'eau de différentes espéces tel que: Amphimas pterocaroides, Harungana
madagascariensis, Myrianthus Arboreus, Cussonia barteri.

= Selon I’espéce et la partie végétale utilisee

Les résultats obtenus montrent une teneur éevée en composes phénoliques chez les
tiges de R.sphaerocarpa par rapport & celle des graines quelque soit le solvant d’ extraction
utilisé. En effet, les extraits acétoniques des tiges et des graines de cette espece ont une
différence hautement significative (p < 0,001), alors que les extraits méthanoliques des
mémes parties ont des différences significatives (p < 0,05).

Cette différence pourrait étre expliquée par la variation de la composition chimique
d’un organe a un autre au sein de la méme plante. En effet, I’ é&ude phytochimique réalisée
par Belmokhtar et Kaid Harche (2009) sur I’espece Retama monosperma montre que les
flavonoides obtenus a partir des fleurs et des racines accumulent majoritairement des
flavones, ceux obtenus a partir des graines sont plutét riches en flavonone, alors que les
feuilles et les tiges comportent des flavonoles et des flavanonoles.

En 2008 Adebayo et Ishola ont montré que les flavonoides qui sont présents dans les
racines et les feuilles de Bridelia ferruginea sont absents dans les tiges et les écorces de la
méme espece.

Plusieurs éudes ont également mis en évidence cette variabilité entre les différentes
parties végétales de la méme espece tels que: Srychnos potatorum (Mallikharjuna et al.,
2007) ; Ceratonia Sliqua (Fadel et al., 2011).

Zeghad en 2009 a rapporté que les polyphénols au niveau de la plante se localisent
dans différentes parties: I écorce, lafeuille, latige, le fruit, le pollen, laracine, lagraine et la
fleur. D’ autre part, la répartition de ces composés au sein de la méme plante varie d’ un organe

aun autre et selon les stades physiologiques de leur dével oppement (Falleh et al ., 2008).

La différence de teneur en PPT entre les deux organes pourrait également étre
expliquée par la difficulté d’ extraction de ces composés chez les graines. En effet les graines
sont considérés comme des organes de réserve des végétaux (Maisuthisakul et al., 2008) riche
en polysaccharides avec lesquels les PPT peuvent se complexer ( Enujiugha et. al., 2012) ce

qui peut rendre leur extraction difficile.
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I11. Activité antibactérienne

I11. 1. Evaluation del’ activité antibactérienne des extraits

Pour |’ évaluation de I’ activité antibactérienne des extraits vis-a-vis des souches testés,
nous avons utilisé la méthode des disques. Apres 24 heures d’incubation, les diamétres des
zones d'inhibitions obtenus avec les différents extraits sont regroupés dans le tableau V111 et

IX.

En 2000, Samuelsen a classé la sensibilité des souches bactériennes aux extraits
végétaux en :
v" Non sensible : diamétre compris entre 6 et 8 mm.
v' Sensible: diamétre compris entre 8 et 10 mm.
v' Hautement sensible : diamétre >10 mm.

Tableau VIII : Photographie des boites du test de I’ activité antibactérienne.

Les Souches Extraits Extraits Antibiotiques et

téstés méthanoligues acétonigue témoins ng’ atif

E. coli

P.aeruginosa

S. aureus

SARM

B. subtillis

V. cholerea

Salmonella sp

i S
S

S1: E. coli; S2: P. aeruginosa; S3: S aureus; S4: SARM; S6: B. subtillis; S7: V. cholerae; S8: Salmonella sp; (1): R. sphaerocarpa graines; (2): R. sphaerocarpa
tiges; (3): R raetam; (4): S spartium.
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[11. 1. 1. Extraits de graines de Retama sphaerocarpa

Les résultats (figure 12) révélent que S. aureus (12,73 mm) ; SARM (10,52 mm) ; B.
subtillis (10,05 mm) et Salmonella sp. (11,34 mm) sont hautement sensibles a I’ extrait
méthanolique. E. coli, P.aeruginosa et V. cholerea sont sensibles au méme extrait avec des

diametres de 9,48 mm ; 9,24 mm et 9,19 mm respectivement.

Pour les extraits acétoniques, ils ne montrent aucune activité contre E. coli et
P.aeruginosa avec des diametres de 7,91mm et 7,88 mm respectivement, alors que S. aureus
(8,62 mm) ; SARM (8,49mm) ; B. subtillis (8,03 mm) ; V. cholerea (8,88 mm) ; et

Salmonella sp (9,29 mm) sont sensibles a cet extrait.

16 -
14 - 12,73

11,34
12 4 10,52 10.05

| 9,48 9,24 9,18 i,29
10 ,62 49 ,88
I'fl wfs h w ifs ﬁ I

E.coli P.aeruginosa Saureus SARM B.subtillis V.cholerea Salmonellasp

M extrait méthanolique  extrait acétonique

diamétre des zones d'inhibition
(mm)

O N b O ®
1

Souches bactériennes

Figure 12: Diamétres des zones d' inhibitions obtenus avec les extraits de graine de
R.sphaerocar pa.

[11. 1. 2. Extraits de tiges de Retama sphaerocarpa

Lafigure 13 rassemble les diametres des zones d' inhibition des souches testés vis-a-
vis des extraits de tiges de R.sphaerocarpa. Ces résultats montrent que S. aureus (19,94
mm) et le SARM (14,63 mm) sont hautement sensibles al’ extrait méthanolique. B. subtillis ;
V. cholerea ; E. coli ; Salmonella sp sont sensibles a cet extrait avec des diametres de : 8,64
mm ; 9,16 mm; 9,18 mm ; et 9,2 mm respectivement. En revanche P.aeruginosa (7,13 mm)
ne révéle aucune sensibilité.

L’ extrait acétonique présente une forte activité vis-a-visde S. aureus ; SARM ; B.
subtillis ; P.aeruginosa ; E. coli avec des diametresde: 10,02 mm ; 14 mm; 11,9 mm ; 10,45
mm respectivement et une activité intermédiaire sur V. cholerea (9,51 mm) ; Salmonella sp
(9,68 mm).
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Figure 13: Diamétres des zones d’ inhibitions obtenus avec les extraits de tiges
de R.sphaerocarpa.

[11. 1. 3. Extraits des tiges de Retama raetam

Lesrésultats, illustrés dans la figure 14 extraits méthanolique et acétonique de
R.raetam présente une activité trés importante visavis de S aureus (20,6 mm et 11,62 mm);
SARM (14,59 mm et 10,72 mm) et une activitéintermédiaire al’ égard de E. coli (9,08 mm et
9,34 mm) ; B. subtillis (8,6 mm et 8,9 mm) et Salmonella sp (9,09 mm et 9,45 mm). Alors
gue pour V. cholerea on remarque une sensibilité aux extraits méthanoliques (8,44 mm) et une
haute sensible &1’ extrait acétonique (10,15 mm). P.aeruginosa est sensible I’ extrait
acetonique (9,7 mm) et non sensible al’ extrait méthanolique (6,0 mm).
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Figure 14 : Diamétres des zones d’ inhibitions obtenus avec |es extraits des tiges de Rraetam

E



Partielll

Résultats et discussions

[11. 1. 4. Extraits detiges de Spartium junceum

Toutes |es souches tester sont sensibles a |’ extrait acétonique de Spartium junceum

gu’al’extrait méthanolique, al’exception de S. aureus qui est hautement sensible a ce dernier

(figure 15)

diamétres des zones d'inhibitions (mm)

E.coli

11,77

P.aeruginosa  Saureus

Souches bactériennes

H Extrait méthanolique

9,89
31 gog 9'f8 9,22 1
" 823 by 77
7,09
6

i Extrait acétonique

SARM

B.subtillis V.cholerea Salmonella sp

Figure 15 : Diamétres des zones d’ inhibitions obtenus avec les extraits de tige

de Spartium junceum.

En récapitulant, les souches étudiées sont réparties selon leurs degrés de sensibilité

dans e tableau suivant :

Tableau X : Degreés de sensibilités des souches testés vis-a-vis des extraits obtenus.

Degré de sensibilité Non sensibles Sensibles Tressensibles
Extraits (6-8) mm (8-10) mm mm
Solvant Méthanol | Acétone | Méthanol | Acétone | Méthanol | Acétone
R_Sphaerocarpa (G) S1, S2, S, S2, S7 S3, 4, S6, | S3, H4, S6,
S7,S8 S8
R.sphaerocarpa (T) 2 S1,96,S7, | S7,8 B, 4 | 2,3, %4,
S8 S6
R.raetam (T) S1,56,S7, | S1,S2, 96, | 3,4 3, 4, S7
2 S8 S8
S. junceum 2, 4, S7, S1,S7 | s1,32, 3, 3
S8 $4, 6, S7,
S8

Sl: E. coli ; S2: P.aeruginosa ; S3: S aureus; $4: SARM ; S6: B. subtillis; S7:V. cholerea ; S8: Salmonella sp
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Nos résultats montrent que la souche la plus sensible est Saphylococcus aureus (P <
0,05) et la plus résistante est Pseudomonas aeruginosa (p < 0,05) et cela presgue pour touts
les extraits et quelque soit le solvant d extraction utilisé. 1l est a signalé que S.aureus est plus

sensible al’ extrait méthanolique qu’ al’ extrait acétonique.

Les extraits acétoniques des plantes étudiées sont plus actifs que les extraits
méthanoliques a I’expions des graines de R.sphaerocarpa. Nos résultats peuvent étre
confirmés par les travaux effectués par Konaté et al (2011) qui ont rapporté que |’ acétone est
le meilleur solvant pour une extraction optimale des substances antibactériennes a partir des

plantes médicinales.

Les résultats montrent que les souches testées n’ont pas la méme sensibilité envers un
méme extrait. En effet, une trés forte activité des extraits des tiges étudiées est observée sur S
aureus aors qu elle est moins active sur les autres souches (p < 0,05). Cela laisse supposer
gue la cible des composés phénoliques d' un extrait varie d’ une espéce bactérienne a une autre
(O’'Donovan et Brooker, 2001). En outre certaines souches, comme P. aeruginosa sont

caractérisées par sarésistance alaplupart des agents antimicrobiens (Augjjar et al.,2006).

L’ ensemble des résultats montrent qu’il n'y a pas toujours une relation entre la teneur
en polyphénols totaux des extraits et leurs activités antibactériennes. En effet, |’ extrait
acétonique de la graine de R.sphaerocarpa par exemple présente la teneur la plus faible en
composes phénoliques (564,603mg EAG/g MS) mais elle montre une activité importante.
Alors que I’ extrait acétonique de S. junceum présente une teneur en PPT importante 858,52
mg E AG/g MS mais avec une faible activité. Ceci peut ére di a la nature et la qualité des
composes phénoliques présents dans les extraits et non a leur quantité. Ainsi nous pouvons
dire que les extraits les plus actifs seraient plus riches en composés phénoliques
oligomeriques.

Il a été démontré que le mécanisme d’ action des polyphénols totaux se fait soit par la
privation des ions métalliques tels que le fer, soit par des interactions non specifiques telles
gue I’ éablissement des ponts hydrogénes avec les protéines des parois cellulaires (les
adhesines) ou les enzymes (Goel et al., 2005). En outre, un important facteur qui régit
I’ activité antibactérienne des polyphénols est leur poids moléculaire. Les monomeres sont
trop petits pour établir assez de ponts hydrogenes tandis que les polymeéres de haut poids
moléculaire sont trop grands pour traverser la paroi bactérienne. Donc, le poids moléculaire
idéal serait celui des oligomeres (Karou et al., 2005).

7y



Partielll Résultats et discussions

[11. 2. Déter mination des concentrations minimalesinhibitrices(CM1)

La concentration minimale inhibitrice est déterminée par la méthode de dilution sur
milieu solide pour les différents extraits vis-a-vis de toutes les souches testés. Les résultats

obtenus sont illustrés dans | es tableaux suivant.

Tableau X1 : Concentrations minimales inhibitrices des extraits (mg/ml).

Espece R. sphaerocarpa R. raetam S. junceum
Rxtraitsméthanaliques Graine Tige Tige Tige
Souches
E. coli <20 >20 <20 >20
P. aeruginosa <10 > 20 <20 <10
S. aureus <5 <125 <20 <20
SARM <5 <5 <20 <20
B. subtillis <20 > 20 <20 > 20
V. cholerea <10 >20 <10 <20
Salmonella sp <10 <20 <20 <20
Espéce R. sphaerocarpa R. raetam S junceum
Extraits acétoniques Graine Tige Tige Tige
Souches
E. cali > 20 >20 >20 <20
P. aeruginosa >20 <20 <5 <20
S. aureus > 20 <25 <25 <10
SARM >20 <25 <5 <20
B. subtillis >20 >20 >20 <20
V. cholerea >20 <10 <20 <20
Salmonella sp > 20 >20 >20 <20

D’apres les résultats obtenus (tableau X), les extraits méthanoliques des tiges et
graines de R.sphaerocarpa semblent étre plus actifs que les extraits acétoniques. En effet,

nous constatons que pour la graine, les extraits acétoniques présentent les CMI les plus

v
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importante (CMI> 20 mg/ml) vis-a-vis de toutes les souches testés, alors que les extraits
méthanoliques présentent des CM| faibles: CMI < 10 mg/ml pour Salmonelle sp, V. cholerea

et P. aeruginosa et peuvent méme étre < 5 mg/ml pour Saureus et SARM.

En outre |’ extrait méthanolique des tiges de R.sphaerocarpa (tableau X) semble étre le
plus actif sur Saureus. Il présente la plus faible CMI (< 1,25 mg/ml) obtenu par rapport atous
les extraits. Pour les extraits acétoniques, les CMI les plus intéressantes sont CMI< 2,5

mg/ml pour Saureus et SARM et CMI < 10 mg/ml pour V. cholerea.

Pour Rraetam, on note que les extraits acétoniques (tableau X) donnent de meilleur
résultats pour certaines souches CMI < 5 mg/ml pour P.aeruginosa et SARM, CMI < 2,5
mg/ml pour S.aureus alors que pour |’ extrait méthanolique la plus faible CMI < 10 mg/ml est
observé sur V. cholerea. Cela peut laisser supposer que chez R.raetam les molécules actives
sont mieux extraites ave |’ acétone qu’ avec le méthanol.

Les extraits méthanoliques et cétoniques de S. junceum semblent étre les moins actifs
avec des CMI les plus importantes (Tableau X) pour toutes les souches testées sauf pour

P .aeruginosa qui présente une CM1 < 10 mg/ml pour I’ extrait acétonique.

La nature de I’ effet antibactérien a été testé seulement chez les extraits pour les quels
les CMI ont été déterminees, le tableau XI présente la nature de I’ effet antibactérien des
extraits testés.

Tableau X1 : Nature de I’ effet antibactérien des extraits testés.

Extraits | R. sphaerocarpa G R. sphaerocarpa T R.raetam T S. junceum
\ Méthanol | Acétone | Méthanol Acétone M éthanol Acétone | Méthanol | Acétone
Souches
E. cali + NT NT NT + NT + +
P.aeruginos + NT NT - + + + 4
a
S. aureus + NT - + + +
SARM + NT i + + +
B. subtillis + NT NT NT + NT + +
V. cholerea + NT + + + + + +
Salmonella + NT + NT + NT + +
P
(-): bactéricide. (+): bactériogtatique. (NT) : non testé

Un effet bactériostatique sur toutes les souches testés est obtenu avec I'extrait
méthanolique des graines de R.sphaerocarpa et les extraits méthanoliques et acétoniques des

S junceum et R.raetam.
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L’ extrait méthanolique des tiges de R.sphaerocarpa a un effet bactéricide sur Saureus
et bactériostatique sur le SARM, V. cholerea et Salmonella sp. L’ extrait acéonique de la

méme espece a un effet bactéricide sur P.aeruginosa et bactériostatique sur le reste des
souches.
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Tableau 1X : Moyennes des diamétres des zones d’ inhibition

Extrait (200mg/ml) Retama sphaerocarpa Retama sphaerocarpa Retama raetam (tige) Spartium junceum (tige) Antibiotiques
(graine) (tige)
Solvants M éthanol Acétone | Méthanol Acétone | Méthanol Acétone | Méthanol Acétone TET GEN C
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
Souches

E. coli 9,48+0,27 7,91+0,06 | 9,18+0,09 | 9,14+0,35 | 9,08+0,39 | 9,34+0,5 | 8,53+0,17 | 8,89+0,72 21,80 21,44 27,01

P. aeruginosa 9,24+0,75 7,88+0,46 | 7,13+0,25 | 10,02+0,73 620 9,7+0,64 60 8,56+0,5 21 21,93 13
S. aureus 12,73+0,85 | 8,62+0,21 | 19,94+1,27 | 14,0+2,277 20,6+0 11,62+0,85 | 11,77+453 | 9,31+1,2 29,64 25,57 25,77
SARM 10,52+0,69 | 8,49+0,61 | 14,63+0,49 | 11,9+0,9 | 14,59+0,39 | 10,72+0,88 6+0 8,94+0,8 31,34 24,26 26,82
B. subtilis 10,05+1,17 | 8,03+0,64 | 8,64+1,09 | 10,45+3,03 | 8,6+0,48 8,9+0,44 | 7,09+0,64 | 9,48+0,34 23,05 14 25,59
V.cholerea 9,19+0,32 8,88+0,16 | 9,16x0,35 | 9,51+0,58 | 8,44+0,29 | 10,15+0,81 | 8,23+0,28 | 9,22+1,14 21,01 18,40 23,22
Salmonella sp 11,34+0,93 | 9,29+0,07 | 9,20+0,5 | 9,68+0,23 | 9,09+0,64 | 9,45+0,64 | 7,70+0,5 | 9,89+1,47 23,31 21,67 27,13

TET : Tétracycline, GEN : Gentamicine, C : Chloramphénicaol.
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Conclusion et perspectives

Notre travail avait pour objectif larecherche et I’ évaluation de I’ effet antibactérien des
extraits des plantes |égumineuses arbustives et spontanées: Retama sphaerocarpa, Retama
raetam, et Spartium junceum. La récolte des échantillons a été réalisée a partir de deux sites
différents B§aia et Sétif.

Au tota huit extraits ont été obtenus en utilisant le méthanol et I’ acétone. L’ extrait
méthanolique de tige de R.sphaerocarpa a donné le rendement et la teneur les plus élevées
(17,10% ; 1253,967mg E AG/g MS) par rapport aux autres extraits méethanoliques. Pour les
extraits acétoniques, c est les tiges de Rrraetam qui présente le rendement et la teneur plus
élevées (11,35% ; 1263,010 mg E AG/g MS).

L’ activité antibactérienne de ces extraits a été testée vis-avis de sept souches
pathogénes (E. coli; P. aeruginosa, S. aureus; SARM ; B. subtillis; V. cholerea;
Salmonella sp). L’évaluation quantitative et qualitative du potentiel antibactérien a montré

que:

—  L’extrait méthanolique des graines de R.sphaerocarpa s est avéré plus actif
que |’ extrait acétonique vis a vis les souches testés.
—  Lesextraits acétoniques de tige de R.sphaerocarpa, Retama raetam et spartium

junceum sont plus actifs que les extraits méthanoliques.

Les extraits des graines de R.sphaerocarpa et ceux des tiges R. raetam et spartium junceum
présentent un effet bactériostatique vis a vis des souches testés. L’ effet bactéricide est obtenu

uniguement avec les extraits des tiges de R.sphaerocarpa sur S. aureus et P.aeruginosa

Pour résumer, de point de vu quantitatif le méthanol donne le meilleur rendement
d’extraction. Alors que de point de vu qualitatif |'activité antibactérienne varie selon le
solvant utilisé, la souche testée et l1a plante elle méme.

Suite aux différents résultats obtenus durant ce travail, nous émettons quelques

réflexions et recommandations sous forme de perspectives :

|
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Déterminer la composition chimique des extraits étudiés pour connaitre leurs

principes actifs.

Elargir I' utilité de ces extrait dans I’ é&ude des activités : anticancéreuse, antifongique,
antivirale, antiparasitaire, insecticide, antioxydante, anti-inflammatoire, Antitumorale,
...€fc.

Effectuer une étude comparative de la composition chimique et de |’ effet
antimicrobien en variant : I’ organe, la saison et le site de récolte, la durée de stockage.
Tester leur éventudl effet synergique ou additif avec les antibiotiques.

Elargir cette étude sur d'autres especes de légumineuses de différentes régions

d’ Algérie.

&
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Figure 1 : Courbe d’ étalonnage pour le dosage des polyphénol s totaux.

Annexell

Tableau | : Composition de milieu Muller-Hinton dans 1 L d’ eau distillée.

ingrédient Quantitéeng
Amidon 15
Extrait de viande 03
Hydrolysat acide de caséine 17,5
Agar 16

pH =7,2+0,2



Annexelll

Tableau |11 : Composition du bouillon nutritif dans 1 L d’ eau distillée.
ingrédient Quantitéen g
Tryptone 10,0
Extrait de viande 5,0
Chlorure de sodium 50
pH =7,3+0,2.
Annexe |V
Tableau |11 : diameétres critiques des antibiotiques utilisés (Société Francaise de microbiologie,
2010).
Diameétres critiques (mm)
Diameétres Antibiotiques | Abréviations R S
Chloramphénicol C <19 > 23
Gentamycine GEN <14 =16
Tétracycline TET < 17 = 19

R : résistante S:sensible



AnnexeV

Etude statistique réalisée sur lateneur en composés phénoliques des extraits téstés.

Modalités Différence | Différence Valeur Pr. > Diff | Significatif
réduite critique

Plante-R.R.T*Solvant-A ~ Plante- 698,407 7,654 3,462 0,000 Oui
R.S.G*Solvant-A
Plante-R.R.T*Solvant-A ~ Plante- 450,667 4,939 3,352 0,002 Oui
R.R.T*Solvant-M
Plante-R.R.T*Solvant-A ~ Plante- 404,287 4,431 3,222 0,005 Oui
S.).T*Solvant-A
Plante-R.R.T*Solvant-A ~ Plante- 386,477 4,236 3,064 0,005 Oui
S.).T*Solvant-M
Plante-R.R.T*Solvant-A ~ Plante- 370,250 4,058 2,861 0,005 Oui
R.S.G*Solvant-M
Plante-R.R.T*Solvant-A ~ Plante- 117,887 1,292 2,580 0,420 Non
R.S.T*Solvant-A
Plante-R.R.T*Solvant-A ~ Plante- 9,043 0,099 Non
R.S.T*Solvant-M
Plante-R.S.T*Solvant-M ~ Plante- 689,363 7,555 3,352 0,000 Oui
R.S.G*Solvant-A
Plante-R.S.T*Solvant-M ~ Plante- 441,623 4,840 3,222 0,002 Oui
R.R.T*Solvant-M
Plante-R.S.T*Solvant-M ~ Plante- 395,243 4,332 3,064 0,004 Oui
S.J.T*Solvant-A
Plante-R.S.T*Solvant-M ~ Plante- 377,433 4,137 2,861 0,004 Oui
S.J.T*Solvant-M
Plante-R.S.T*Solvant-M ~ Plante- 361,207 3,959 2,580 0,003 Oui
R.S.G*Solvant-M
Plante-R.S.T*Solvant-M ~ Plante- 108,843 1,193 2,120 0,250 Non
R.S.T*Solvant-A
Plante-R.S.T*Solvant-A ~ Plante- 580,520 6,362 3,222 0,000 Oui
R.S.G*Solvant-A
Plante-R.S.T*Solvant-A ~ Plante- 332,780 3,647 3,064 0,016 Oui
R.R.T*Solvant-M
Plante-R.S.T*Solvant-A ~ Plante-S.).T*Solvant- 286,400 3,139 2,861 0,029 Oui
A
Plante-R.S.T*Solvant-A ~ Plante-S.).T*Solvant- 268,590 2,944 2,580 0,024 Oui
M
Plante-R.S.T*Solvant-A ~ Plante- 252,363 2,766 2,120 0,014 Oui
R.S.G*Solvant-M
Plante-R.S.G*Solvant-M ~ Plante- 328,157 3,596 3,064 0,018 Oui
R.S.G*Solvant-A
Plante-R.S.G*Solvant-M ~ Plante- 80,417 0,881 2,861 0,814 Non
R.R.T*Solvant-M
Plante-R.S.G*Solvant-M ~ Plante- 34,037 0,373 Non
S.).T*Solvant-A
Plante-R.S.G*Solvant-M ~ Plante- 16,227 0,178 Non




S.J.T*Solvant-M
Plante-S.).T*Solvant-M ~ Plante- 311,930 3,419 2,861 0,017 Oui
R.S.G*Solvant-A
Plante-S.).T*Solvant-M ~ Plante- 64,190 0,704 2,580 0,765 Non
R.R.T*Solvant-M
Plante-S.J).T*Solvant-M ~ Plante-S.).T*Solvant- 17,810 0,195 Non
A
Plante-S.).T*Solvant-A ~ Plante- 294,120 3,223 2,580 0,014 Oui
R.S.G*Solvant-A
Plante-S.).T*Solvant-A ~ Plante- 46,380 0,508 2,120 0,618 Non
R.R.T*Solvant-M
Plante-R.R.T*Solvant-M ~ Plante- 247,740 2,715 2,120 0,015 Oui
R.S.G*Solvant-A
| Classement et regroupements des groupes non significativement différents :
Modalités Moyenne Regroupements
Plante-R.R.T*Solvant-A 1263,010 A
Plante-R.S.T*Solvant-M 1253,967 A
Plante-R.S.T*Solvant-A 1145,123 A
Plante-R.S.G*Solvant-M 892,760 B
Plante-S.).T*Solvant-M 876,533 B
Plante-S.).T*Solvant-A 858,723 B
Plante-R.R.T*Solvant-M 812,343 B
Plante-R.S.G*Solvant-A 564,603 C




Résumé

Dans ce travail, nous nous sommes intéresser d'évaluer |’ activité antibactérienne des
extraits de trois especes de latribu des Genisteae: Retama sphaerocarpa, Retama raetam
et Spartium junceum utilisées en médecine traditionnelle dans le traitement des blessures,
brulures et comme cicatrisant.

Les tiges et les graines de R. sphaerocarpa ans que les tiges de R.raetam et
Spartium junceum ont été récoltées au niveau de Sétif et Bgaia. La matiere végétae a été
séchée, broyée puis tamisée. La méhode suivie pour |’extraction est la macération en
utilisant le méthanol et de |’ acétone. L’ effet antibactérien des extraits a été mis en évidence
par laméthode de diffusion sur agar et la recherche des CMI par la méhode des dilutions en
milieu solide. Ces tests ont été effectués sur sept souches homopathogénes (Escherichia coli,
Bacillus subtillis; Staphylococcus aureus; SARM ; Pseudomonas aeruginosa ; Salmonella
sp ; Vibrio cholera).

Les résultats obtenus montrent que le méthanol donne le meilleur rendement
d extraction. L’activité antibactérienne varie selon le solvant utilisé, la souche testée et la
plante elle méme..

Mots clés: polyphénals, activité antibactérienne, Retama sphaerocarpa, Retama
raetam, Spartium junceum, CMI.

Abstract

In this work, we have evaluated the antibacterial activity of three plants extracts from
species of the tribe Genisteae: Retama sphaerocarpa, Retama raetam and Spartium junceum.
This plants are used in traditional medicine to treat wounds, burns and diseases.

The stems and seeds of R. sphaerocarpa and only seeds of R. raetam and S. junceum
were harvested in Bgjaia and Setif area. Our harvests were dried, grounded and sieved, after
then they will be subject for an extraction of the polyphenol. The method used for extraction
Is maceration in methanol and acetone. The antibacterial effect of the plants extracts were
revealed by the agar diffusion method and MIC by the dilution method in solid medium.
These tests were performed on seven homo-pathogens strains (Escherichia coli, Bacillus
subtillis, Staphylococcus aureus, MRSA, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella sp, Vibrio
cholerea).

obtained results show that, the extraction using methanol give the best yield in extraction,
SO we can say that the antibacterial activity depends on the solvent used, the strain tested and
the plant used.

Keywords: polephenols, antibacterial activity, Retama sphaerocarpa, Retama raetam,
Spartium junceum, MIC
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