République Algérienne Démocratique et Populaire
Ministére de L’Enseignement Supérieur et de la Recherche Scientifique
Université M’Hamed Bougara Boumerdes
Tganatl Al el i o) A sgan
Al iagly Mad) adasl) 35159

Faculté des Sciences
Département de Biologie
Mémoire de fin d’études
En vue de ’obtention du diplome de Master académique
Domaine : Science de la nature et de la vie
Filiére : Sciences Biologiques
Spécialité : Biologie des Populations et des Organismes

Le théme

« Etude de l'activité antimicrobienne d'une plante
médicinale du genre Genista (Fabacées) »

Réalisé par :
KESSAB MOUNIA

GHIAR MALIKA

Soutenu le 24//06/2024 devant les membres du jury :

Président (e) Mme TOUBAL S. MCA UMBB
Examinatrice Mme HALLADJ F. MCA UMBB
Promotrice Mme GHOBRINI K. MAB ENSA

Co-promoteur M. EL HADDAD D. MCA UMBB

Année Universitaire : 2023/2024




Remerciements

Nous tenons tout d’abord a remercier Dieu tout puissant et miséricordieux qui nous a donné
la force et la patience d’accomplir ce modeste travail et a permis que nous soyons ce que
nous sommes aujourd "hui.

Nous adressons nos sinceres remerciements a Mme GHOBRINI. K, MAB a [’Ecole Nationale

Supérieure Agronomique (ENSA) pour avoir accepté [’encadrement de ce travail et pour ses

conselils et ses précieuses orientations, sa patience qu’elle n’a cessé de nous apporter tout au
long de ce travail.

Nous adressons aussi nos sinceres remerciements a Mr EL HADDADD. Maitre de
conferences a I’'UMBB d’avoir accepte d’étre notre co-promoteur.et pour ses conseils et ses
preécieuses orientations, sa patience qu’il n’a cessé de nous apporter tout au long de ce
travail.

Nous remercions sincerement Mme TOUBAL S. Maitre de Conférences A a l’'UMBB pour
nous avoir fait l'honneur d'accepter d'étre la présidente du jury.

Un grand merci a Mme HALLADJ F. Maitre de conférences A a 'UMBB d’avoir accepté
d’examiner et juger ce modeste travail.

Egalement nous remercions infiniment nos parents, qui nous ont encourage et aidé a arriver

a ce stade de notre formation.

Nous ajoutons des remerciements groupés a tous les techniciens de laboratoire N° 20 de
Biologie des Populations et des Organismes de la Faculté des Sciences de ['université
M’Hamed Bougara.

Nous remercions également tous nos enseignants, nos collegues de la promotion 2019-2024,
et les administrateurs du Département de Biologie

Nos remerciements vont également a tous ceux qui ont contribué de loin ou de pres a la
réalisation et la réussite de ce travail avec leur soutien et encouragements.

Mille merci a tous




Dédicace
Avec [’aide de Dieu, j’ai pu accomplir ce modeste travail que je dédie :

A mon ceeur et la lumiére de mes yeux, [’'ombre de mes pas et le bonheur de ma vie, ma
Mere Rabia qui m’a apporté son appui durant toutes mes années d’études
Pour son sacrifice et son soutien qui m’ont donné confiance, courage et sécurité.
Pour son affection, sa patience, sa compréhension, sa disponibilité ;

A ma vie, mon cher pére Rabah, mon plus haut exemple et mon modéle de
Persévérance pour aller toujours de [’avant et ne jamais baisser les bras.
Pour son sacrifice, sa tendresse, ses conseils et ses encouragements.

A mon cher époux Niame, pour tout ’amour et le soutien que vous m’avez.
Apporté, de ['avant pour ta disponibilité quand j’ai eu besoin de toi,
Merci pour ton aide au cours de la rédaction de ce mémoire.

A mon petit prince Ayoub
A ma petite seeur Maroua mon adorable qui m'a soutenu avec son beau
Sourire. Avec qui j'ai partagé des moments de folie et d'extase, je te

Souhaite un avenir plein de bonheur.

A ma deuxieme sceur Ikram, qui a été mon bras droit tout au long de mon parcours

universitaire. Nous avons vécu ensemble des moments inoubliables durant ces cing ans. Je

tiens a la remercier pour tout ce qu'elle m'a apporte.
A mes cheres grands parents, que Dieu vous protege.

A mes cheres copines Imane et Mimi, que j'aime et que j'ai eu l'honneur de connaitre dans

ma vie.
A mon cher Yoyo, merci pour tous tes efforts et ton soutien.
A mes chéres amies Lydia, Manel, Ahlem
A toute la famille Kessab et Hamzaoui

A ma chere binome Ghiar Malika




Dédicace
Avant tout, je remercie Dieu, le tout puissant, pour m’avoir donné la
Force et patience.
Avec toute mon estime et mon amour, je vous dédie ce modeste travail.
Deux plus cheéres personnes de ma vie que j aime le plus au monde,
qui ont toujours été la pour moi et qui m’ont donné un
Magnifique modele de labeur et de persévérance. J espere qu'’ils trouveront.
Dans ce travail toute ma reconnaissance et mon amour.
Pour cela et pour ce qui ne peut étre dit, mes affections sans limite.
A mes trés

A mes

A tous et , s et , et leurs familles.

A toute la famille
A mes , d’étre toujours a mes cotes.
A tous de la spécialité Biologie des organismes.

A tous les techniciens de laboratoire ou j’ai réalisé mon stage, surtout :

A tous ceux qui m’ont aide et encouragé de pres ou de loin, trouvez ici.
L’expression de ma reconnaissance

A ma tres chere Binome







Liste des abréviations

APG : I’ Angiosperm Phylogeny Group
B.s : Bacillus subtilis

C.a : Candida albicans

DPPH : 2,2-diphényl 1-picrylhydrazyle
E.c : Escherichia coli

EF : extrait de feuilles

ET : extrait de tiges

G : Genista

ICBN : International Code of Botanical Nomenclature
P.a : Pseudomonas aeruginosa

S.t : Salmonella typhimurium

S.a : Staphylococcus aureus

Sm : solution mere

UFC : Unité Formant Colonie
MH : Muller Hinton



Liste des figures

Figure 1 : Schéma de ’espéce Genista feroX.............ccccooovviiiiiiiiii e 11
Figure 2 : Structure de base d’un composé phénolique....................ccoooiiiiiiiiiinnne, 13
Figure 3 : Structure de base des flavonoides .................c.cccveiiiiiiii i 14
Figure 4: Classification et structure des différents flavonoides alimentaires................... 15
Figure S : Site d’échantillonnage et matériel végétal......................cooeviiniiiii e, 20
Figure 6 : organigramme illustrant la démarche expérimentale de I’étude. .................... 22
Figure 7 : Protocole expérimental pour la Préparation des extraits hydroéthanoliques
des polyphénols par macération ..................cccooiiiiiiii 26
Figure 8 : photos des dilutions des deux extraits (originale).................c.c.cccooiniiinnnnn. 27
Figure 9 : Préparation de I’inoculum (originales)...............cc.cccoviniiinin 28
Figure 10 : Préparation des milieux de culture (originales)..................ccccoeniiiiiiinnnnnn. 29
Figure 11 : Ensemencement des microorganismes sur MH (originale)........................... 29
Figure 12 : Formation des puits dans le milieu MH (originales) ..................ccccccoevnnnnnn. 30
Figure 13 : application des extraits de feuilles et des tiges (originale) .............................. 30
Figure 14 : Histogramme qui représente 1’activité antimicrobienne de I’extrait de tige
APTES 24N ..o 38
Figure 15 : Histogramme qui représente 1’activité antimicrobienne de I’extrait de
feuilles apres 24N, ... 39
Figure 16 : Evaluation de P’activité antimicrobienne d’extrait hydro-éthanolique des
feuilles sur les différentes souches bactériennes et levure (originale) apres 24h.............. 40
Figure 17 : Evaluation de P’activité antimicrobienne d’extrait hydro-éthanolique des
tiges sur les différentes souches bactériennes et levure (originale) apreés 24h.................. 41
Figure 18 : images de Genista ferox ................ccccoocviviiiiiiiiiiiiiiiiic s 60
Figure 19 : Les étapes de préparation de ’extrait des feuilles et des tiges ....................... 61
Figure 20 : Les appareilles utilisée dans cette étude ..................ccoeeiiiiiniii 62
Figure 21 : photos des micro-organismes utilisée....................ccccooiiiiiiiic 63



Liste des tableaux

Tableau I : Liste des propriétés pharmacologiques de certaines légumineuses ................. 6
Tableau II : Exemples de Fabacées a utilité thérapeutique traditionnelle ......................... 7
Tableau I1I : Les souches bactériennes et levure testées..................cccocovriiiiniiicnnnne. 21
Tableau V : Screening phytochimique....................ccoooiii 23

Tableau VI : Résultats des tests phytochimiques de I’infusé des tiges et des feuilles de G.






Table des matieres

INEEOAUCTION ...ttt sttt e r e e sne e nneenree s 1
Chapitre 1 :_ Syntheése bibliographiqUe ..........ccviviriiiiiiiiieiece e 3
1. Les FADACEES ....ocuviiviiiiiii i 3
1.1. Répartition ZEOZIaPhIQUE ........ccvviriiiiiiiiieiiiie i 4
1.2. Description botanique des FabacEes ...........ccovviiiiiiiiiiiiiiicc 4
1 .3. Position systématique de la famille des Fabaceae ............ccccvvveviiiiniiiiciiic e, 5
1.4. Importance des FabacEes ..........cccciiiiiiiiiiiiiii e 5
1.4.1. INtEr€t ECONOMIGUE. ... vveuriiiriiieiieiie ettt b e reenne e 5
1.4.2. Intérét médicale et thérapeutique des Fabac€es .........ccccvvvvviiiiiiiiiiiiiiiie e 6
1.5. Toxicité de certaines FabacEes .........ccourruiiiiiiiieiie e 8
2. 1€ GENTE GEMISTA ..ottt ettt ettt b e bt bt b e e bbb b e n e 8
2.1. Description botanique du genre GENISta ..........ccvvvrrrieriiriiierie e 9
2.2. Distribution et aire gE0ZraphiqUE.........ccciiriiiiiiiiiiiiieiie e 9
B B O T U 1o 1510 ) DO U TR PP PRTOPRURTP 9
2.4. Caracteres chimiques du genre GEeNiSta .........cccvviireereiiieerrieiee e 10
2.5. Intéréts biologiques du genre GENISTA........ccueerriiireeiiieiie s 10
3. GeNiSta TRIOX POIITEL ...veiuriiieiieiie ettt sb e nne s 11
3.1. DeScription DOANIQUE ......cccvvirureeieeiieeiee s 11
3.2, AIre de TEPAITILION ..vveeiiiieiiiieiiiiieesiiie ettt e et e et e e e e s snb e e s nbb e e et e e e snbeeennbee e e 11
330 IMPOTTANCE .. 12
3.4. Classification dans la systématique botaniquUe.............ccvereeririerirniienee e 12
4. Métabolites primaire €t SECONAAITE .......vieivereiiiieiiieeiieeesieeestee e esbeeesbeeesaee e 12
4.1. Les mEtabolites PriMaires ......occviiieiriiiiiieiisie et 12
4.2. Les métabolites SECONAAITES .......vveivviiiierieieiee et 13
4.2.1 Classification des métabolites SECONAAITES ..........cervierierriiieiieiiiesee e 13
4.2.2. Fonction des métabolites SECONAAITES :........cueiveiiiiiiiiiiiiii e 17
5.Les souches mMiCrobieNNe tESIEES. .. ...ueviiririieiiiiirii ettt 17
Chapitre 02 : Matériel et MEthOAES .........vviiiiiiiiiie i 3
1. Matériel €t MEtKOAES .......eeiiieiieiiiie e 20
L. 1. Matériel BIOlOZIQUE ......c.veiviiiiiieiiiee e 20
L.1.1. Matérie]l VEGELaL.........eooiiiiiieeiee s 20

1.1.2. Matériel MicrODIOIOZIQUE ........ooviiiiiiiiiiiiiiiiciic s 21



2. Détermination de la teneur en eau des parties aériennes de la plante G. ferox................ 21

3. Extraction et screening phytoChimiqUe..........ccccviieiiiiiiieiiie e 22
3.1 Préparation de 1a POUAIE .........cocuiiiiiiiiiie e 23
3.2. Screening phytoChIMIGUE. .......ccviiiiiiiiiiiiei s 23
3.3. Extraction des pOLyphenols .........cccvoiiiiiiiiiiiiic s 25
3.3.3. Calcul du rendement ...........cceviiiiiiiiiieii 27
4. ACHIVItE ANTIMICTODICIINE ......viitieiieetee ettt et et e ettt sttt e et bt e s e e be e s sb e e nbeesnbeenbeeenee e e 27
4.1. Préparation des dilutions des extraits et de I’inoculum microbien ............cccccccveernnnne 27
4.1.1. DIlUtion d@S @XIIAILS ...veiuveeieiiiiesieieie e st e st e et r e e nn e e e e nneennne e 27
4.1.2. Préparation de I’'inoculum miCrobien...........covveiiiiiiiiiiiicsici s 28
4.2. Méthode de diffusion sur gélose (Méthode des Puits) .......cccecvvreeiiiiiienicnecncee 28
4.2.1. Préparation des milicux de CUltUIC........cciuiiiiiiiiiiiii i 28
4.2.2. ENSEMENCEIMENT ...uveiiuiiieiiiieiiieesiie sttt et sbb e ab bbb e e b s e sb e e sbr e e sabe e e snneeeas 29
4.2.3. FOrmation deS PUILS ........ueeiriirieiiiiiee s e nne e 30
4.2.4. ApPlication dES EXIIATLS ....vvveiirieiiiiesiiie st e sieeestee s e s s b s b sbe e e sbeessnneeens 30
4.2.5. Lecture du TESUILAL.......couiiiiiiie et 31
Chapitre 03 : REsultats €t diSCUSSION. ....cueiriiiiiiiiiisi e 37
L. La tENEUL €1 AU .....eiiiiiiiiiiiieiiit ettt 33
2. Résultats du screening phytoChImMIiQUE..........coiiiiiiiiiiiiiici s 33
3. Caracterisation deS EXITAILS ........ccviiieriiieiieie e 36
4. Rendement des EXITACtIONS. ......ueireeieiiiiesiee et et eesiee sttt et e e sin e sne e e e nreennne e 36
5. Etude de I’activité antimicrobienne des deux extraits (feuille et tiges) de G. ferox ........ 37
5.1. RESUItats apres 24N .....oouviiiiiiiii e 37
AL EXITATE A€ tIZES. vt ieeiiiiieitieiie ettt et 37
B. EXtrait de fRUILLES.........ooiiiiiieie e 38

Conclusion GEnérale et PErSPECtIVES .......ccviiieiiiiiiieiiee e 42






INTRODUCTION

Introduction

L’antibiorésistance est 1’une des problématiques majeures de 1’humanité et de la santé
humaine car les bactéries pathogeénes développent une résistance aux antibiotiques, des
médicaments qui servent a lutter contre les infections dues a des bactéries. Ils ont sauvé et
sauvent encore des millions de vies chaque année . Ce probléme résulte de plusieurs facteurs
tels que : l'utilisation excessive et inappropriée des antibiotiques, le transfert de génes de
résistance, la pression sélective, I’environnement et la pollution, alors que le facteur crucial est
le manque de nouveaux antibiotiques, ce dernier, peut étre remédier par la recherche et le
développement de nouveaux antibiotiques et de trouver des méthodes alternatives de traitement

des infections (BERTHUIN et MIRAS, 2018).

Toutefois, les ressources végétales spontanées constituent jusqu’a ce jour une source
d'intérét primordial pour I'homme et ses besoins. Elles représentent aussi un phytomédicament
appréciable par la population de certains pays du monde et surtout les pays en voie de
développement. En Afrique, la médecine traditionnelle contribue a la satisfaction des besoins
en matiere de santé de plus de 80% de la population. Ces ressources comptent environ 500.000
especes de plantes sur terre, dont 80.000 possedent des propriétés médicinales (ABABSA,
2009 ; BOUALLALA et al., 2014 et NASRI, 2016). En Algérie, une diversité florale trés
importante : Méditerranéenne, Saharienne et une flore paléo tropicale, estimée a plus de 3000
especes appartenant a plusieurs familles botaniques. Ces espéces sont pour la plupart
spontanées avec un nombre non négligeable (15%) d’espéces endémiques (OZENDA,
P.,1977) ce qui a donné a la pharmacopée traditionnelle une richesse inestimable. Pour cela,
les substances naturelles végétales font 1’objet de plusieurs recherches en raison de leurs
activités biologiques nombreuses qui promeuvent des effets positifs sur la santé notamment les
activités antimicrobiennes (antibactériennes, antifongiques) utilisées dans les secteurs
industriels pharmaceutiques (KHALFALAH et al., 2015).

Ainsi, les plantes appartenant au genre Genista ont été le but de plusieurs études
phytochimiques, qui ont abouti a la séparation de différents produits, comme les hydrocarbures
non saturés (ACLINOU et al., 1982 ; BOHLMANN et al., 1988), les graisses (VIGUERA
et al., 1996), et quelques produits du métabolisme secondaire tel que Genista ferox qui est

connue par ses propriétés médicales et pharmaceutiques (ATI, 2018).
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De ce fait, I’objectif de notre étude est de mettre en évidence I'activité antimicrobienne
d'une plante médicinale de genre Genista (Genista ferox) dans la perspective de développer
de nouveaux antibiotiques naturels qui sont sans effets néfastes sur la santé humaine par rapport
a leurs homologues synthétiques.

Ce travail a caractere phytochimique est constitué de trois chapitres. En premier lieu,
une revue bibliographique qui se rapporte aux notions générales sur les Fabacées, le genre
Genista en particulier I’espece Genista ferox et ses métabolites secondaires. Ensuite, une partie
expérimentale qui rapporte I’étude phytochimique et I’effet antimicrobien des extraits hydro-
¢thanoliques des polyphénols des tiges et des feuilles de Genista ferox. Puis, présentation et
discussion des résultats obtenus dans le troisieme chapitre. Enfin, on termine par une

conclusion générale avec des perspectives.
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1. Les Fabacées

La grande famille des Fabaceae (de faba, la féve) doit son appellation a son fruit, appelé
aussi gousse ou légume qui est a I’origine de son autre dénomination de légumineuses. La plus
connue (MOREL, 2011). C'est I'une des plus importantes familles de plantes a fleurs, la
troisiéme apres les Orchidaceae et les Asteraceae en termes d'espéces. Elle compte environ
730 genres répartis dans plus de 19 400 espéces dont 453 en Algérie, réparties aussi bien en
milieu tempéré que tropical (GHOBRIN,2021).(GUIGNARD,1994).La famille des Fabaceae
ou légumineuses sont des plantes dicotylédones de 'ordre Fabale, Ils comportent trois sous-
familles : Faboideae (Papilionoidea), Caesalpinioideae et Mimosoideae (AZANI et al.,2017).

La famille des Fabaceae est la deuxiéme famille en importance apres les Poaceae et
représente une source essentielle de protéines végétales pour I’alimentation humaine et
animale. Elle comprend principalement la famille des haricots, des pois, du pois chiche, des
lentilles, des féves, des lupins, etc. Leur emploi est trés important dans divers secteurs
¢conomiques : pharmaceutiques, agricoles, agroalimentaires, paysagers et horticoles
(WOJCIECHOWSKI et al, 2004). De plus, les fabaceae ont la capacité de transformer 1’azote
atmosphérique gazeux présent dans le sol en une molécule assimilable par la plante grace aux
bactéries symbiotiques du genre Rhizobium (FARISSI et al, 2014). Cet azote joue un role
crucial dans la croissance de la plante permettant ainsi la production des protéines dont les
légumineuses sont particulicrement riches (GENEVIEVE,2023) et dans la fertilisation et
I’amélioration de la qualité du sol (GHOBRINI, 2021).
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1.1. Répartition géographique

Selon NDAYISHIMIYE (2011), c’est en Amérique centrale et en Amérique du Sud que se
trouve le principal point chaud de la diversité des Fabaceae. D'autres hotspots de diversité se
trouvent €galement en Asie et en Afrique. Les Fabaceae sont largement distribuées dans tous
les biomes terrestres. Leur distribution dépend donc de la sous-famille. Les Faboideae sont
largement distribuées et se trouvent presque partout sur terre. Les Caesalpinioideae sont
localisées principalement, dans les régions tropicales et subtropicales d'Amérique du Nord,
d'Afrique et d'Asie. Les Mimosoideae dominent les régions tropicales et subtropicales ainsi que
les régions séches et semi-arides d'Afrique, d'Amérique et d'Australie. La famille est
cosmopolite. En Algérie, I’endémisme est assez important chez les Fabacées et les Poacées
(ABDELGUERFI et LAOUAR., 1997).

1.2. Description botanique des Fabacées

Les Fabacées comprennent des arbres, des arbustes ou des lianes ligneuses, caduques ou
persistantes, ou encore des herbes annuelles, vivaces ou pluri annuelles. Les formes
arborescentes sont plus abondantes dans les pays chauds tandis que les formes herbacées
favorisent les régions tempérées (DUPONT et al.,2007).
Quelques espéces tropicales sont épiphytes (aérienne) et d'autres grimpantes, elles ont des tiges
vrillées (spirales), qui tournent habituellement dans le sens des aiguilles d'une montre, plus
rarement dans 1’autre sens (Phaseolus, Wisteria), ou des vrilles axillaires, ou encore des

crochets.

Les feuilles sont primitivement alternes, pennées ou trifoliolées composées et stipulées.
Elles ont montreé diverses évolutions, nous pouvons citer par exemple la disparition de la foliole
terminale chez la Feve ou transformation de cette derniére en vrille chez les Vesces
(GUIGNARD et al.,, 2004). Quelque fois, les feuilles sont réduites, les fonctions
photosynthétiques étant transférées aux tiges, ou modifiées en phyllodes (forme de lame)

(DEWIT,1963).
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Les fleurs sont isolées ou groupées en panicules, en fascicules, en racémes, avec épis
ou en tétes axillaires et terminales ou opposées aux feuilles comme chez certains membres des

Bossiaecae (PISTELLI et al., 2001).

Le fruit peut étre un légume charnu ou non, déhiscent ou plus rarement indéhiscent,
parfois lomentacées. La déhiscence est double : ventrale, le long de la ligne de suture du
carpelle, et dorsale, au niveau de la nervure principale de la feuille carpellaire (GUIGNARD

et al., 2004).

1 .3. Position systématique de la famille des Fabaceae

Selon la classification de CRONQUIST (1981),
Régne Plantae
Sous-régne Tracheobionta
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Sous-classe Rosidae
Ordre Fabales

Famille Fabaceae

1.4. Importance des Fabacées

La vaste famille des fabacées regroupe de nombreuses plantes utiles recevant des

applications industrielles, alimentaires ou encore ornementales (ATL, 2018).

1.4.1. Intérét économique

» Les Fabacées, et plus précisément la sous-famille des Faboideae, ne seraient
surpassées que par les Poaceae dans un classement des familles par importance
¢conomique. De nombreuses plantes alimentaires, mais aussi des plantes
fourrageres, plantes ornementales ou encore médicinales de premier ordre font
partie de cette sous-famille. Il est néanmoins important de noter que de nombreux

genres sont hautement toxiques (JUDD ef al.,2002) (SPICHIGER et al.,2004).



SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

» Une grande quantité¢ de graines et de cosses de diverses espéces herbacées de

Faboideae, ou légumineuses également connues sous le nom de 1égumes secs, sont

une source alimentaire universelle autant humaine qu’animale. Parmi les plantes

alimentaires de grande consommation on trouve notamment Pisum (les pois) et

Vicia (les féves) ...etc. Ces espéces sont cultivées dans le monde entier. Elles sont

recherchées pour leur haute teneur en protéines et en minéraux (MEDOUKALI,

2016).

» Certains genres font I’objet d’un usage ornemental. Les plus connus étant Cytisus (les

genéts), Lathyrus (les gesses), Lupinus (les lupins), Wisteria (les glycines) et Genista.

Ce dernier posséde une espece tres utilisée en industrie pour ses propriétés colorantes,

Genista tinctoria L. ou genét des teinturiers.

1.4.2. Intérét médicale et thérapeutique des Fabacées

» Des investigations phytochimiques menées sur les végétaux ont montré que plusieurs

molécules, notamment les isoflavones, sont essentiellement contenues dans les

Fabacées qui présentent des propriétés pharmacologique (MURKIES et al.,1998),

quelques exemples sont cités dans le (tableau I).

Tableau I : Liste des propriétés pharmacologiques de certaines légumineuses

Espéces

Propriétés pharmacologiques

Références

Sophora flavescens

v

v
v
v

Antioxydante
Anti-inflammatoire
Antibactérienne
Anti-tumorale par

modulation de l'apoptose

(KRISHNA et al., 2012)

Cicerarietinum L

AN

Antioxydante

Des effets bénéfiques sur
les maladies
cardiovasculaires

Le diabete de type 2

Les maladies digestives

Certains cancers

(VADNERE et al,2012)
(JUKANTI et al., 2012)
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Dorycnium pentaphyllum Effet cytotoxique sur les
cellules cancéreuses du
poumon humain (A549), du | (DEMIR et al., 2019)
foie (HepG2) et du sein
(MCF-7)
Genista ferox v Antioxydante

v’ Antiproliférative  sur

ligne

d’adénocarcinome cervical

(Hela)

cellulaire

la | (BENCHERCHAR et

al.;2017)

Acacia catechu

v Anti-inflammatoire

v' Hépato
Antipyrétique
antidiarrhéique

v" Hypoglycémiante

protectrice

et | (AHMAD etal.,2016)

» De nombreuses especes appartenant a la famille des fabacées possédent des propriétés

thérapeutiques (AHMAD et al.,2016). Plusieurs exemples d’utilité des Fabacées dans

des domaines d’applications thérapeutiques traditionnelles sont constatés (Tableau IT).

(KHATUN et al., 2012) (LI et al., 2016).

Tableau II : Exemples de Fabacées a utilité thérapeutique traditionnelle

Partie de la plante

Molécules

Utilisation

Les graines de fenugrec

Mucilages et tannins

Fabriquer des cataplasmes
émollients et pour prendre
du poids.

La gomme extraite du / Adjuvant des régimes

caroubier

Les Sénés (fruits et folioles) |/ Des propriétés laxatives
dues a des dérivés
anthracéniques

L’oléorésine de Copaifera / Le traitement de la
gonorrhée

Le baume du Pérou

6 a 8% de benzoates et pres
de 60% de « cinnaméine »

Usage externe comme
cicatrisant et antiseptique
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1.5. Toxicité de certaines Fabacées

Des intoxications se produisent de fagcon directe ou indirecte par certains

métabolites secondaires présents dans certaines especes de la famille Fabaceae (LOPEZ

et al., 1998). Quelques exemples sont cités comme suit :

>

Des intoxications hépatiques et cardio-pulmonaires, dues a la présence
d’alcaloides pyrrolizidiniques dans des especes du genre Crotalaria, en
particulier Crotalaria retusa, suite a la consommation de céréales
contaminées par les graines, ou suite a ’emploi de ces plantes dans le

traitement de la grippe ou de 1’asthme.

Certains acides aminés non constitutifs, nombreux dans les Fabacées, et qui
sont fournis par les bactéries fixatrices d’azote, perturbent gravement les
chaines métaboliques, provoquant les troubles du lathyrisme, qui se
produisent a la suite de la consommation d’especes du genre Lathyrus.

Contamination suite a la présence de champignons du type Aspergillus
développés sur les graines en cas d’humidité, et qui élaborent des aflatoxines

cancérigenes.

La principale allergie alimentaire est celle a ’arachide (Arachishypogaea) a
cause des allergénes présents dans les graines (cacahuétes), mais aussi dans

I’huile et le beurre d’arachide.

Maladie du favisme, maladie génétique, affectant les populations apres
absorption de feves, graines de Vicia faba, entraine des problémes
neurologiques et hématologiques. Cela est dii au manque d’une enzyme, la

glucose-6-phosphate- déshydrogénase, qui joue un rdle de détoxification.

2. Le genre Genista

Genista est un genre de plantes décrit pour la premiére fois par Linné en 1753,

¢galement connu sous le nom de « genét », tire son origine du mot latin gaulois "Gen" qui

était utilisé par les Romains pour désigner cette plante. C’est un genre de la famille des

légumineuses (fabales), sous-famille des papilionacées (fabacées) et au sein de la

communauté des génistées (MAIRE, 1987). Genista compte environ 150 espéces



SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

distribuées principalement dans la région méditerranéenne et en Asie occidentale

(NOCCIOLI et al., 2011).

En Algérie, le genre Genista comporte 23 espéces dont 11 sont endémiques
(MAIRE,1987). Cette biodiversit¢ se manifeste a travers diverses espeéces, qui
comprennent : G. aspalathoides, G. candicans, G. cephalantha, G. cinerea, G. erioclada,
G. ferox, G. kabylica, G. microcephala, G. linifolia, G. numidica, G. pomeliana, G.
pseudopilosa, G. purgans, G. saharae, G. quadriflora, G. salditana, G. spartioides, G.
spinulosa, G. tricuspidata, G. vepres, G. ulicina et G. umbellata. (QUEZEL et SANTA,
1963). Ce genre constitue un matériel intéressant qui mérite d’étre exploré afin de mettre

en lumiére tous ses avantages et ses potentialités.
2.1. Description botanique du genre Genista

Les plantes du genre Genista, se distinguent par leurs arbrisseaux épineux ou parfois
inermeset junciformes, et leurs feuilles mono a tri-foliolées, stipulées ou non. Le calice est
a 5 segments, les 2 supérieurs libres ou soudés, les 3 inférieurs formant une Ievre a 3 dents
profondes. Dans le cas le plus rare, le calice est campanulé a 5 dents inverses. La caréne est
oblongue, dressée, biggibeuse latéralement. L’étendard est étroit. Les 10 étamines (5 longues
et 5 courtes) sont en forme de tube non fendu avec une forme de monadelphes. Le stigmate
est oblique. La gousse est déhiscente et variable. Les graines sont non arillées. (QUEZEL

et SANTA, 1963).

2.2. Distribution et aire géographique

Genista est un genre de plantes circummeéditerranéen, composé d'arbustes épineux
et non épineux, la plupart de ces espéces forment des maquis sclérophylles ou des matorrals
(MARTINS et al., 2005). 11 est largement distribué en méditerranée, en Afrique du Nord et
en Europe (Libye, Tunisie, Algérie et Maroc). En Algérie, il est localisé dans la région est,

sud et au grand Sahara (LOGRADA, 1996).

2.3. Classification

Selon CHASE et REVEAL, (2009), la position systématique du genre Genista est

comme suit :
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Régne Plantae

Embranchement Spermaphytes
Sous Embranchement Angiosperme
Classe Eudicotyledonae

Ordre Fabidées

Sous ordre Fabales

Famille Fabaceae (Légumineuse)
Sous famille Papilionaceae

Genre Genista

2.4. Caracteres chimiques du genre Genista

Genista contient une grande variété de métabolites secondaires, en particulier les iso
flavonoides qui se sont révélés étre biologiquement actif. Les investigations phytochimiques
ont permis d’isoler un grand nombre des composés avec une dominance des alcaloides (VAN
RENSEN, 1994) et des flavonoides notamment les isoflavonoides (MEKKIOU et al, 2012).
Les saponosides et les composés terpéniques ont aussi été isolés (BOUTAGHANE, (2013).

2.5. Intéréts biologiques du genre Genista

Peu de travaux ont été réalisés dans ce domaine, on peut mettre en évidence quelques intéréts
pharmacologiques parmi lesquels on peut mentionner : 1’é¢tude de (BAREK et al., 2020) ou les
extraits de Genista saharae (parties aériennes) ont présenté une activité antibactérienne sur

certaines bactéries pathogenes.

2.6. Utilisation en médecine traditionnelle du genre Genista

Certaines especes du genre Genista sont utilisées dans la médecine populaire traditionnelle
pour soigner les maladies. La plante Genista tenera est utilisée dans la médecine traditionnelle
portugaise pour traiter le diabete (BOUTAGHANE,2013). Tandis que les plantes G. anglica
et G. germanica sont conseillées comme diurétiques pour traiter la néphrolithiase et également

lutter contre la goutte (GUARRERA et al., 2007). (ADAMS et al., 2009).

10
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3. Genista ferox poirret

3.1. Description botanique
Un arbrisseau épineux de 1- 3 m. feuilles uni-foliolées, stipulées ou non. Graines non arillées.
Calice presque glabre, caduc en entier ou en partie sur la gousse (QUEZEL et SANTA,1963),
se coupant circulairement au-dessus de la base ; celle- ci longue de 3-6 cm. Folioles ovales
larges de 3-6 mm. Arbuste de 1-3 m, vert gai. Vieux rameaux transformés en énormes €pines
tres vulnérantes. Feuilles stipulées, a stipules transformées en petits aiguillons.

Le calice de la fleur jaune et composé de 5 segments, les 2 supérieurs sont libres ou
soudés, tandis que les 3 inférieurs forment une lévre a 3 dents profondes, le calice campanulé
a 5 dents subégales est rarement présent. Caréne oblongue, droite ou presque, biggibeuse
latéralement. (AT, 2018)

Etendard étroit. 5 longues et 5 courtes étamines monadelphes, en tube non fendu,
Stigmate oblique. Gousse déhiscente, variable. Son nom commun est "Guendoul" et «

Taguendla". Commun sur le littoral constantinois et algérois jusqu’a Alger (ATI, 2018)

Figure 1 : Schéma de I’espece
Genista ferox

(MEISE BOTANIC GARDEN. 2024)

3.2. Aire de répartition

11
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Une plante endémique de I’ Algérie, du Maroc et de la Tunisie ; on la rencontre sur
les falaises maritimes, les foréts claires et broussailles des littorales et sublittorales, plus
rarement de I’intérieur, dans les basses montagnes, dans les régions bien arrosées et semi

arides et arides. Elle fait partie de 1’association a chéne-licge (ATL,2018).

3.3. Importance

Des recherches effectuées sur Genista ferox ont permis d’isoler des flavones et des
flavols telles que 1’apigénine, la lutéoline et 7-O Glucoside apigénine (HARBONNE,1969)
et des isoflavones, Génistéine de phytol et B-sitosterol (MEKKIOUN et al., 2012).

Parmi ces travaux, une étude réalisée sur Genista ferox (feuilles et des fleurs)
collectée de la wilaya d’ Annaba indique que cette espéce présente une activité antioxydante

mesurée par la méthode DPPH et un effet anti hémolytique important (BOUDEN, 2020).

3.4. Classification dans la systématique botanique

Embranchement : Spermaphytes
Sous-embranchement : Angiospermes
Classe : Dicotylédones

Ordre : Rosales

Famille : Fabales (Légumineuses)
Sous famille : Papilionacées (Fabacées)
Tribu : Genisteae

Genre : Genista

Espece : Genista ferox
4.Métabolites primaire et secondaire
4.1. Les métabolites primaires
Notamment les sucres, les protéines, les lipides et I’amidon, sont essentiels a la
croissance et au développement des plantes, tandis que la chlorophylle, les acides aminés,

les nucléotides et les hydrates de carbone jouent un role crucial dans les processus

12
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métaboliques tels que la photosynthése, la respiration et 1’assimilation des aliments

(VINOTH et al., 2011).

4.2. Les métabolites secondaires

Les plantes possédent des composés métaboliques dits « secondaires ». Leurs fonctions
sont encore mal connues. Ces composés varient selon les espéces et ils jouent un réle dans
les interactions entre les organismes vivants environnants et la plante. Ils sont probablement
des ¢éléments cruciaux dans la coévolution des plantes avec les organismes vivants, y
compris les parasites, les pathogénes et les prédateurs, ainsi que les pollinisateurs et les
disperseurs. Ces nombreuses relations ont donné naissance a une trés grande variété de

composés secondaires (KHANDELWAL etal.,2011).

4.2.1 Classification des métabolites secondaires

On peut classer les métabolites secondaires en plusieurs grands groupes : parmi ceux-
ci, les composés phénoliques, les terpénes et stéroides et les composés azotés dont les
alcaloides. Chacune de ces classes renferme une trés grande diversité de composés qui

possédent une tres large gamme d’activités en biologie humaine.

A. Les polyphénols :

C’est des composés phytochimiques possédant au moins un anneau benzénique a six
carbones directement reliés a un autre anneau de groupements hydroxyle (OH) (Figure 2)
ou engagé dans une autre fonction, éthyle, ou hydrogéne (BRUNETON et al., 1999).
(BALASUNDRAM et al.,2006).

OH

Figure 2 : Structure de base d’un
composé phénolique

13
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» Les principales classes des polyphénols

La complexité des polyphénols naturels va des molécules les plus simples
(acides phénoliques simples) aux molécules les plus polymérisées (tanins condensés)
(D’ARCHIVIO et al., 2007).
e Acides phénoliques

Il s’agit d’hydroxyles phénoliques et de composés organiques ayant au moins
une fonction carboxyle. Ils appartiennent respectivement aux catégories des dérivés de
I’acide hydroxybenzoique et des dérivés de 1’acide hydroxycinnamique (BRUNETON,
2008).

¢ Flavonoides

Le mot latin "Flavus", qui signifie "jaune", est a 1'origine du mot "flavonoide".
Ils constituent la plus grande catégorie de polyphénols (Figure 3). Ils sont nombreux
dans le monde végétal et font partie du métabolisme secondaire. On les trouve dans les
fruits, le pollen des fleurs et les feuilles. Ils deviennent plus concentrés lorsqu'ils sont
exposés au soleil et donnent aux plantes un bouclier contre les rayons UV(SARNI-
MANCHADO et CHEYNIER, 2006). La Classification et la structure des différents

flavonoides alimentaires sont mentionnés dans la (Figure 4).

OH

Figure 3 : Structure de base des flavonoides

14
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Classe Structure générale Flavonoide

(+)catéchine
(+}4picatéchine

Flavanol épigallocatéchine gallate

chrysine
0 apigénine

|lutéoline
|lutéoline glucosides

0
& O kaempferol
Flavonol

s quercétine

myricétine
tamarixétine

naringine
taxifoline

| hesperidine

Flavanone

S
o

Isoflavone génistine

génistéine

apigénidine

0
Anthocyanidine O N ‘ cyanidine

Figure 4: Classification et structure des différents flavonoides alimentaires

e Polyphénols complexes (tanins)

15
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Les tanins constituent une classe relativement importante de polyphénols présents
dans les vacuoles. Ils ont un poids moléculaire relativement ¢élevé et sont fortement
hydroxylés. Ils ont la capacité de faire bronzer la peau, ce qui fait que de nombreux
fruits et Iégumes sont astringents (PARIS, 1981). Ils sont classés en deux groupes selon

leurs structures et leurs propriétés.

e Tanins hydrolysables
Il s’agit d’esters de D-glucose et d’acide gallique, ou de leurs dérivés, en particulier

I’acide ellagique (RIBEREAU-GAYON, 1968).

e Tannins condensés
Les proanthocyanidines, souvent appelées tanins concentrés, sont des polymeéres
composés d’unités flavaniques. Les unités de flavan sont reliées par des liaisons entre

les carbones C4 et C8 ou C4 et Co(DE BRUYNE et al., 1999).

e Les alcaloides

Ce sont des composés d’origine biologique qui se trouvent typiquement dans les
plantes (ils sont rares dans le régne animal). Ils sont azotés, présentent des réactions
alcalines plus ou moins prononcées, et ont a faible dose des effets pharmacodynamiques
notables. Leur nom se termine souvent par « ine ».Les alcaloides contiennent
généralement de 1’oxygene, mais certains alcaloides contiennent également du soufre.
Les alcaloides sont toujours composés de carbone, d’hydrogene et d’azote. Les
alcaloides sont des composés aminés naturels ayant des effets physiologiques sur le

corps humain (BELKACEMI et KALLA, 2017).

e Les huiles essentielles

Produit a l'odeur typiquement complexe et obtenu a partir d'une mati¢re végétale de
base obtenu soit par induction de vapeur d'eau, soit par distillation seéche, soit par un
procédé mécanique approprié sans chauffage. La méthode physique la plus courante
pour séparer 'huile essentielle de I'eau ne modifie pas de maniére significative la

composition de I'huile (BARBELET, 2015).

16
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4.2.2. Fonction des métabolites secondaires :

Bien qu’ils ne soient pas essentiels a 1’organisme, les métabolites secondaires ont

un impact significatif en raison de la machinerie enzymatique complexe nécessaire a leur

synthese. Ils remplissent des fonctions écologiques (phéromone, allomone, etc.). Ces

molécules ont été choisies au cours de I’évolution pour leur capacité a interagir avec un

récepteur dans un organisme différent. Elles représentent donc une source importante de

médicaments potentiels. Ils peuvent influencer la fagon dont les plantes interagissent avec

leur environnement et la fagon dont elles se défendent contre les herbivores. Les pigments

floraux sont essentiels aux activités de pollinisation et certains produits chimiques

phénoliques sont impliqués dans la filtration des UV (RAHMANI, 2017).

5.Les souches microbienne testées

5.1. L’espéce Staphylococcus aureus

C'est un coccus a Gram positif de 0,5 & 1 mm de diametre, non sporulé, ubiquitaire
présent dans tous les milieux naturels (air, poussiere, sol, eau, égouts, vétements), mais
¢galement chez les animaux et chez les hommes (CLAVE, 2013). Ce sont des coques
immobiles, isolés ou groupés en diplocoques ou, le plus souvent, en amas, diametre
moyen 0,8 a 1 um. (LE LOIR et GANTIER, 2009). La présence de S. aureus dans
les aliments pose un risque pour la santé humaine, car certaines souches peuvent
produire des entérotoxines, dont Il'ingestion entralne une intoxication. Les
entérotoxines agissent sur les nerfs de 'appareil digestif qui stimulent le centre des

vomissements ; douleurs abdominales ; diarrhée ; crampes (GREEN, 2012).

5.2. L’espéce Escherichia coli

Escherichia coli (E. coli) est un bacille a coloration de Gram négatif, mobile,
aérobie qui appartient a la famille des Entérobactéries. Présent chez tous les individus
a des taux de 106 a 109 ufc /g de selles, il est le premier germe pathogene responsable
d’infections communautaires. Cette bactérie est utile parce qu’elle favorise la
production de certaines vitamines et dégrade certains aliments qui seraient autrement
impossibles a digérer. Certaines souches peuvent étre pathogeénes et a ’origine de

gastroentérites, d’infections urinaires, de méningites ou de septicémies. Les souches
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non pathogeénes constituent la flore bactérienne dominante des intestins de leur hote

(ZEYONS, 2008).

5.3. L’espéce Salmonelle typhimurium

Les salmonelles sont d’une maniere générale des hotes pathogenes ou non du tube
digestif. Elles sont mobiles, grace a la présence de flagelles péritriches. Ce sont des
bactéries non sporulées qui se développent dans des milieux ordinaires en aéro-
anaérobiose. Elles résistent en milieu hydrique et survivent au froid et a la dessiccation,
notamment en présence de protéines. En revanche, elles ne résistent pas a la chaleur

(au-dela de 47° C) ou aux acides. (COOK, 1996).

5.4. L’espéce Pseudomonas aeruginosa

Les especes P. aeruginosa sont des bacilles a Gram négatif. Ces bactéries fines
sont de 1,5 a 3 um de long et de 0,5 a 0,8 um de large. Elles sont mobiles grace a une
ciliature de type polaire monotriche. Ce type de bactéries possede un aspect de vol
moucheron. Elles sont responsables de 10 % de I’ensemble des infections
nosocomiales, occupant le 3 rang aprés E. coli et S. aureus, mais le ler rang pour
les infections pulmonaires basses et le 3°™ rang pour les infections urinaires

(RICHARD ET KIREDJIAN, 1995).

5.5. L’espéce Bacillus subtilis

L’espece Bacillus subtilis est I’une des bactéries les plus étudiées et est considérée
comme le modéle principal des bactéries Gram+ utilisées dans des applications
biotechnologiques et industrielles en raison de sa sécurité et de ses capacités de
production. Elle appartient a la famille des Bacillaceae, qui comprend une grande
diversité avec 62 genres répertoriés (GUESDON,2022). Elle est principalement
présente dans le sol, ou elle fait face a une forte compétition et a des fluctuations
environnementales. Elle possede des mécanismes d’adaptation comme 1’entrée en

compétence pour acquérir de ’ADN exogene et la formation d’endospores pour
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survivre dans des conditions hostiles. De plus, elle peut sécréter des composés

antimicrobiens et former des biofilms (ARNAOUTELI et al., 2021).

5.6. L’espéce Candida albicans

L’espece Candida albicans est un organisme mycotique, c’est-a-dire qu’il fait
partie de la famille des champignons, c’est une levure saprophyte commensale de la
voie orale, vaginale, cutanée, gastro-intestinale et des surfaces muqueuses. Elle est
considérée comme le pathogene fongique opportuniste le plus commun chez I’humain.
Sa présence est utile chez les personnes en bonne santé. Ce champignon provoque des
infections fongiques au niveau des muqueuses digestives et gynécologiques. Dans
certaines conditions, comme lors d’un déséquilibre immunitaire ou hormonal, il
prolifére et devient pathogene en libérant des toxines. On parle alors de candidose.

(SCHOETERS et VAN DIJCK, 2019).
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MATERIEL ET METHODES

1. Matériel et méthodes
Ce travail est une étude phytochimique de I’effet antimicrobien des extraits hydro-éthanoliques

des polyphénols des tiges et des feuilles de 1’espece botanique Genista ferox.

1. 1. Matériel biologique
1.1.1. Matériel végétal

Le matériel végétal utilisé est la partie aérienne de la plante Genista ferox (les feuilles et
les tiges), récolté a Boumerdés dans la commune de Boumerdés cité Frantz fanon, front de mer
(QF77+26G Boumerdes) en avril2024.La plante est identifiée par Mme. AIT KACI de 'UMBB
et M. BEN GHANEM de I’ENSA.

/
¥ CN C

Al
E

Figure 5 Site d’echantlllonnage et matériel végétal

a. Carte géographique illustrant la région de récolte de la plante (Google earth
Boumerdes 2024).

b. Site d’échantillonnage de Genista ferox (original)
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1.1.2. Matériel Microbiologique

Les souches microbiennes sont fournies gracieusement par le laboratoire de I’hopital de
Rouiba (Alger). Le choix des microorganismes est porté sur cinq souches bactériennes et une

levure fréquente en pathologie humaine. (Tableau III).

Tableau III : Les souches bactériennes et levure testées

Bactérie Levure Référence Catégorisation
Staphylococcus aureus / ATCC6538 Gram (+)
(S.a)
Pseudomonas / ATCC9027 Gram (-)
aeruginosa (Pa)

Bacillus subtilis (B.s) / ATCC6633 Gram (+)
Escherichia coli (E.c) / ATCC8793 Gram (-)
Salmonella / ATCC14028 Gram (-)

typhimurium (S.t)

/ Candida albicans ATCC10231 /
(leviire) (C.a)

2. Détermination de la teneur en eau des parties aériennes de la plante G. ferox
Le taux d’humidité¢ des parties aériennes de notre échantillons a été¢ déterminé par le procédé de
dessiccation a une température de 105° C dans une étuve isotherme ventilée a la pression

atmosphérique jusqu'a I’obtention d’un poids constant (LINDEN et LORIENT,1994).

T% =x-y/yx100

Avec :
X- Poids de I’échantillon ;
Y-Poids de I’échantillon apreés déshydratation ;

T% : Taux d’humidité exprimé en pourcentage ;
21
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3. Extraction et screening phytochimique

La démarche expérimentale de cette étude est résumée dans I’organigramme suivant :

1.Matiére végétale

2.Séchage
A I’abri de la lumiére du soleil et & température Ambiante.

l

3.Broyage mécanique
Obtention d’une poudre fine

N—

[ 4.Pesée

6.Extraction 5.Screening
Phytochlmlques

[ Des Tiges ] ‘ Des feuilles ]
'l 7.Macération }7

v v
Extrait des Extrait des
tiges feuilles
A
[ 8.Activités antimicrobiennes ]

Figure 6 : organigramme illustrant la démarche expérimentale de I’étude.

22



MATERIEL ET METHODES

3.1 Préparation de la poudre

Au laboratoire, le matériel végétal (feuilles et tiges) est séché a 1’abri de la lumiére
(DJEDDIS, 2012). Une poudre est obtenue apres le broyage de la matiére séche avec un
broyeur ¢électrique. Cette derniére est conservée dans des flacons en verre bien fermées afin de

garder leur couleur, et principalement leurs propriétés. Les flacons est stockée soigneusement

dans un endroit sec jusqu’a leur utilisation (KOUADRI,2018).

3.2. Screening phytochimique

L'examen phytochimique consiste en une série de tests réalisés sur l'infusé¢ a 5 %.
L’objectif est de déterminer la présence ou 1’absence de certains métabolites primaires et
secondaires dans la plante. On recherche des polyphénols totaux (tanins totaux, galliques et
catéchiques), des anthocyanes, des leuco-anthocyanes, des flavonoides, des coumarines, des
composés terpéniques (Saponosides, caroténoides), des composés glucosides (Irridoides), des
composés réductifs (Mucilages), des quinones.

Cependant, I’infuser est préparé¢ en mélangeant 5 g de poudre végétale de Genista ferox
avec 100 ml d'eau distillée bouillante. Apres 20 minutes, le mélange est filtré puis ajusté a 100
ml avec de I’eau distillée. Les tests réalisés sur I’infusé de Genista ferox sont consignés dans

le (tableau IV') : (RAAMAN et al., 2006)

Tableau V : Screening phytochimique

Constituants Principe Résultat
Attendu
Tanins | Totaux La présence des tanins est mise en évidence Coloration bleu-noir ou
par l'addition a 1 ml de l'infusé (5%) de la bleu- vert

plante 2 ml d'eau et 2 a 3 gouttes de
solution de FeCl; diluée a 1%.

Compose

phénoliques

quelques gouttes de FeCl s.

Galliques Sml d'infusé + 2g d'acétate de sodium + Coloration bleu foncé

Catéchiques 15 ml d'infusé 10 ml du formol @ 40% +5 ml | Coloration rouge
d'HCI concentré.
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Flavonoides 5 ml d'infusé 5 ml d'HCI coppeaux de Coloration rouge
magnésium+ 1 ml d’alcool iso-amylique orangé
Anthocyanes 5 ml d'infusé + 5 ml d'acide sulfurique Coloration rouge (en

(H2SO4), + 5 ml d'hydroxyde d'ammonium
(NH4OH)

milieu acide)
Coloration bleu violacé
(en milieu basique)

Leuco-anthocyanes

Me¢élanger 2 g de poudre dans 20 ml de
propanol/HCI (1/1), puis porter a ébullition
au Bain Marie.

Coloration rouge

Les stéroides

Introduire 5 ml d’anhydride A I’acétique a
5 ml de P’extrait, bleu puis au vert qui sont
reprit dans un tube a essai dans lequel sont
ajoutés 0,5 ml de H,SO4 concentré.

Coloration violette qui
vire au bleu puis au

vert

Les saponosides

Ajouter un peu d'eau a 2 ml de l'infusé, la
solution est fortement agitée. Le mélange
est laissé pendant 20 minutes.

Formation d’une
mousse

Les Irridoides

2 ml d'infusé + quelques
Gouttes d'acide
Chlorhydrique. Chauffer légérement

Coloration bleue

Les quinones

Humectation de 2 g de poudre végétale par
2 ml d'HCI+ 20 ml de chloroforme et
macération pendant 3 heures, puis agitation
du filtrat avec 5 ml d'ammoniaque (1/2).

Coloration rouge

Mucilage

5 ml d'éthanol absolu sont
ajoutés a 1 ml d'infusé. Le
Mélange est incubé pendant
15min

Précipite floconneux

Les coumarines

2 ml de l'infusé a 5% placé dans un tube
dans lequel sont ajoutés 3 ml de Na OH
(10%). Agiter la solution

Coloration jaune
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3.3. Extraction des polyphénols

La méthode d'extraction employée dans cette étude est la macération a froid de la partie aérienne

du matériel végétal a partir des tiges et a partir des feuilles.

On a utilisé10 gde poudre des tiges de Genista ferox sont macérées dans un solvant
hydroalcoolique éthanol/eau distillée (70/30 ; v/v) pendant 3 x 48 h. Les solutions recueillies
sont filtrées a travers un papier filtre puis évaporées dans le rotavapor. Le méme protocole est

appliqué sur les 10g de poudre des feuilles de Genista ferox.

Apres 48 heures, deux extraits purs des tiges et des feuilles sont obtenus. Ces derniers sont

couverts avec du papier aluminium puis conservés au réfrigérateur jusqu'a leur utilisation.

(Figure 7)
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Parties aériennes de Genista ferox

Séchage puis Broyage

Poudre (10g) —

Des tiges Des feuilles
Macérées dans un systéme hydroalcoolique éthanol/eau distillée (70/30 ; v/v) pendant 3 x
48 h

| |

Filtrat Filtrat

| |

Rotavapor + Etuve

Extrait hydroalcoolique des Extrait hydroalcoolique des
Tiges Feuilles

Figure 7 : Protocole expérimental pour la Préparation des extraits hydroéthanoliques des
polyphénols par macération
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3.3.3. Calcul du rendement
Le rendement en pourcentage (%), est défini comme étant le rapport entre la masse d’extrait

et celle de la plante séche en poudre. Il est calculé par la formule suivante :

m — mo0
R%ZTX 100

Alors que :

= R% : rendement de la maticre extraite

= m : masse du ballon aprés extraction ;

* my : masse du ballon vide (avant I’extraction) ;
= (m-my) : masse de I’extrait sec ;

= my: masse totale de poudre végétale utilisée dans 1’extraction.

4. Activité antimicrobienne

4.1. Préparation des dilutions des extraits et de ’inoculum microbien
4.1.1. Dilution des extraits
Dans un premier lieu, les tubes a essai utilisés dans la préparation des dilutions sont stérilisés a
sec. Puis, une série de dilutions est préparée pour chaque extrait obtenu (tiges et feuilles de Genista
ferox). La solution mere (100%) représente les extraits bruts. Par la suite, trois dilutions D1, D2 et D3
sont préparées a partir des solutions meres ou la D1 représente 50%, la D2 est préparé a 25% et la D3

représente 12,5%. (Figure 8)

Figure 8 : photos des dilutions des deux extraits (originale).
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4.1.2. Préparation de I’inoculum microbien
Chaque espéece des microorganismes testés est ensemencée au préalable sur une gélose nutritive
puis incubée a 37°C pendant 24h. Ensuite, Aprés 24 heures d’incubation, 1 a 2 colonies microbiennes
bien isolées sont mises en suspension dans des tubes a essai stériles contenant 1ml d’eau physiologique
a fin d’obtenir une densité optique pour les bactéries (DO) a 600 nm de 0.1 a 0.2 et pour les levures,
une densité optique (DO) a 600 nm de 0.5 a 1.0. (Figure 9)
Ces valeurs peuvent varier légerement en fonction des especes spécifiques de bactéries ou de levures

et des conditions expérimentales particuliéres.et mesurée a 1’aide d’un Spectrophotometre & 625nm.

.

Figure 9 : Préparation de I’inoculum (originales)

4.2. Méthode de diffusion sur gélose (Méthode des puits)
C’est une technique de mesure in vitro de I’effet antimicrobien des substances actives extraites

qui permettent de vérifier la sensibilité¢ ou la résistance des germes pathogeénes vis -a- vis de ces

composés. Cette méthode est décrite par JACOB et TONEL. (1979).

4.2.1. Préparation des milieux de culture
Le milieu de référence le plus employé pour les tests de sensibilité aux agents antimicrobiens
plus précisément antibactériens est le milieu gélosé Muller Hinton. Ce dernier est stérilisé a I’aide d’un
autoclave pendant 20 min a 120°C. Avant utilisation, la gélose MH est fondue dans un bain marie a 95

°C. Enfin, le milieu est coulé dans la zone stérile dans les boites de pétri. (Figure 10)
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Figure 10 : Préparation des milieux de culture (originales)

4.2.2. Ensemencement
L’ensemencement est réalisé par écouvillonnage en stries serrées. En tournant la boite d’environ
60 C°, I'ensemencement s'effectue de telle sorte a assurer une distribution homogene des bactéries sur
les boites. Dans cette ¢tude, chaque microorganisme est ensemencé dans trois boites de MH dont la
premicre représente le témoin (les témoins sont des cultures pures des microorganismes testés dans
une boite exposée aux mémes conditions que le test d’activité antimicrobienne), la deuxiéme et la
troisiéme sont consacrés a 1’activité antimicrobienne de 1’extrait des tiges et de I’extrait des feuilles.

(Figure 11)

Figure 11 : Ensemencement des microorganismes sur MH (originale)

29



MATERIEL ET METHODES

4.2.3. Formation des puits
Formation des puits de diamétre uniforme (Smm de diamétre) avec une pipette Pasteur
stérile sur les boites inoculées du milieu MH a raison de 4 puits par boite ¢’est-a-dire un puits

pour chaque dilution. (Figue 12)

Figure 12 : Formation des puits dans le milieu MH (originales)

4.2.4. Application des extraits

Les puits sont remplis par des volumes égaux (100 pl) de la solution mére et des trois dilutions
pour chacun des deux extraits. Ensuite, les boites sont incubées a 37° C pendant 24 heures. (Figure
13)

Figure 13 : application des extraits de feuilles et des tiges (originale)
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4.2.5. Lecture du résultat
Apres la culture, Ieffet des extraits se traduit par 1’apparition autour du disque d’une zone
circulaire transparente correspondant a 1’absence de la croissance et donc la zone d’inhibition du
principe actif (CHOI et al., 2006). La mesure de la distance millimétrique de la zone au bout de
24h, 48h puis 72h est reportée sur 1I’échelle de concordance afin que la souche soit interprétée
comme étant :
> sensible
» intermédiaire
> résistante
Selon DJENADI, (2011), cette zone d’inhibition sera comparée a une échelle d’estimation de
I’activité antibactérienne :
> Résistante : diametre < 8mm
» Sensible : diametre compris entre 9 a 14 mm
» Tres sensible : diamétre compris entre 15 a 19 mm

> Extrémement sensible : diametre > 20 mm
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1. La teneur en eau

La teneur en eau des parties aériennes de la plante G. ferox est de 33,05 %, bien que ATIL, (2018)
a constaté que les feuilles de Genista ferox récoltées au mois d’Avril de ’année 2014, au Cap de

garde dans la wilaya d'Annaba, sont riches en eau avec une teneur de 66%.

2. Résultats du screening phytochimique

Le screening phytochimique est basé essentiellement sur des réactions de précipitation et
des réactions de coloration spécifiques aux différents métabolites secondaires. Les résultats

sont consignés dans le (tableau VI )

Tableau VII : Résultats des tests phytochimiques de ’infusé des tiges et des feuilles de G.
ferox

Groupes chimiques Résultats

Tanins galliques +

Vi 7O

Tanins catéchiques

Tanins totaux +
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Flavonoides

Les Leuco anthocyanes

Les saponosides
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Les quinones

Les coumarines

(+) présence, (-) absence



RESULTATS ET DISCUSSION
La méthode du screening phytochimique utilisée sur trois organes de la plante
(Feuilles et tiges) a permis de mettre en évidence la présence des Mucilages des Tanins
totaux et des tanins galliques et surtout la présence prédominante des flavonoides. Et
I’absence des tanins catéchiques des anthocyanes des leuco- anthocyanes des stéroides des

saponosides des irridoides des quinones des Coumarines.

Cette différence dans la richesse en métabolites secondaires entre les différentes
études peuts’expliquer par 1’origine de la plante, sa maturation, la période de la récolte.
Selon FADILI et al, (2017), tout au long du développement de la plante, la composition
chimique est influencée par les conditions climatiques (température élevée, exposition

solaire, sécheresse et salinité) qui stimulent la biosynthése des métabolites secondaires.

3. Caractérisation des extraits
Deux extraits sont préparés, 1’extrait hydroéthanolique a partir des feuilles et I’extrait

hydroéthanolique a partir des tiges qui présentent un aspect visqueux de couleur vert foncé.

4. Rendement des extractions
Les extraits hydroéthanoliques obtenus ont généré des rendements variables, le meilleur
rendement a été enregistré avec des tiges (14%) suivi des feuilles (8%) alors que le rendement

est de 17 % pour I’extrait méthanolique de G. ferox (feuilles et fleurs) selon ATI, (2018).

Cette valeur est influencée par plusieurs facteurs tels que la structure et le pH du sol, la
salinité du lieu de récolte, la température, 1’air, etc. De plus, elle peut étre liée aux conditions
expérimentales et a la nature du solvant utilisé. Les solvants ont la capacité¢ de pénétrer
profondément dans la matrice végétale. Ils entrent ainsi en contact avec une plus grande
quantité de solutés et favorisent I’extraction. Cependant, la présence d’eau (30% dans notre
cas) dans le solvant d’extraction perturbe les parois cellulaires en raison de sa plus grande

polarité comparée aux alcools (PENCHEYV et al., 2010).
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5. Etude de I’activité antimicrobienne des deux extraits (feuille et tiges) de

G. ferox

La méthode des puits a permis de mettre en évidence le pouvoir antimicrobien des deux
extraits hydroéthanoliques de G. ferox vis-a-vis des souches bactériennes et de la levure.

On remarque que les deux extraits ont un effet variable sur les souches bactériennes cibles
et la levure, soit un effet inhibiteur sur certaines, soit inactif sur d’autres on dit qu’elles
présentent une résistance contre les molécules bioactives. Cette activité varie aussi en fonction

de la dose utilisée.

5.1. Résultats aprés 24h

Apres 24h, on remarque que la plupart des souches bactériennes testées ont montré une
sensibilité vis-a-vis des deux extraits hydroéthanoliques des tiges et des feuilles de la plante
G. ferox.

A. Extrait de tiges

Les zones d’inhibition varient d’une espéce a une autre, on remarque que les espéces B.
subtilis, P. aeruginosa et S. aureus présentent une forte sensibilit¢ contre 1’extrait
hydroéthanolique des tiges, exprimée par un diametre supérieur ou égal a 14 mm (14 mm, 15
mm et 16 mm respectivement). D’autre part, les espéces E.coli, Salmonella typhimurium et
C. albicans sont résistantes a I’extrait avec un diameétre inférieur 2 8 mm ou égal a 0 mm

(Figure 14).
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Figure 14 : Histogramme qui représente I’activité antimicrobienne de I’extrait de tige
apres 24h

On constate que la zone d’inhibition dépend de la concentration de I’extrait, plus la
concentration est forte plus le diametre est grand pour cela on remarque que les meilleurs
résultats sont observés avec la solution meére et les dilutions D1 et D2. Toutefois, la
sensibilité de 1I’espéce microbienne joue un role important aussi puisque quel que soit la

concentration de I’extrait il n y’a pas une réponse, le cas d’E.coli, et C. albicans.

D’aprés les résultats, ’espeéce P. aeruginosa présente une forte sensibilité avec les
quatre dilutions bien que ’espece S. aureus est trés sensible avec les trois premicres
dilutions (SM, D1 et D2), de plus, on constate que B. subtilis n’est sensible qu’avec la

solution meére et la dilution D1.

B. Extrait de feuilles

Les résultats montrent que les especes P. aeruginosa et S. aureus sont trés sensibles a
I’extrait hydro-éthanolique des feuilles avec un diametre de 17 mm et 15 mm,
respectivement. Ce dernier est plus important que celui des tiges. La sensibilité de
I’espece B. subtilis est plus faible avec les feuilles qu’avec les tiges. Bien que le méme
résultat soit observé avec les espéces E.coli, Salmonella typhimurium et C. albicans

(résistantes) (Figure 15).
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Figure 15 : Histogramme qui représente I’activité antimicrobienne de I’extrait de feuilles
apres 24h.

Les zones d’inhibition les plus importantes sont observée avec la solution meére suivie de
la dilution D1 puis D2 avec I’extrait de feuilles.

Apres ’analyse des résultats de I’activité antimicrobienne des deux extraits (feuilles et
tiges) de G. ferox, il ressort que les deux extraits hydro-éthanoliques montrent un effet important
contre les espéces : P. aeruginosa, B.subtilis, S.aureus et Salmonella typhimurium (pour ET) et
que les especes E.coli et C. albicans sont résistantes pour les deux extraits. Toutefois, les souches
microbiennes présentent une forte sensibilité vis-a-vis I’extrait de tige par rapport a I’extrait de
feuilles indiquant soit une différence quantitative c’est-a-dire la concentration des molécules
bioactives, soit une différence qualitative donc la composition chimique.

Les résultats d’ATI, (2018) ont montré que I’extrait méthanolique de G. ferox a une
activité inhibitrice contre Salmonella. Ceci confirme les conclusions de CUSHNIE, (2003) qui
affirme que chaque composé agit différemment sur les microorganismes. C'est-a-dire, qu'un
compos¢ peut avoir une action trés importante sur un germe et une action moindre, voire méme

nulle sur un autre KAHLOUCHE, (2014).
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Figure 16 : Evaluation de I’activité antimicrobienne d’extrait hydro-éthanolique des
feuilles sur les différentes souches bactériennes et levure (originale) aprés 24h
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Figure 17 : Evaluation de I’activité antimicrobienne d’extrait hydro-éthanolique des tiges
sur les différentes souches bactériennes et levure (originale) apreés 24h
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Conclusion Générale et Perspectives

L’ Algérie possede un patrimoine végétal remarquable en raison de sa richesse et de sa
biodiversité, couvrant les régions cotieres, les montagnes, les plateaux, les steppes et les oasis
sahariennes. Cette richesse floristique, comprenant des milliers de substances naturelles, offre
des potentialités considérables, notamment des propriétés biologiques importantes utilisées en

médecine, en pharmacie, en cosmétologie et en agriculture.

L’espece Genista ferox est une fabacée qui posseéde des vertus justifiant son usage en
médecine traditionnelle par la présence de différentes molécules bioactives telle que : les Tanins
galliques, les Tanins totaux, les Flavonoides et Mucilage. Elle présente une teneur moyenne en
eau (33%). Les résultats de I’activité antimicrobienne des extraits des feuilles et des tiges,
évaluée par la méthode des puits contre six souches, a savoir Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhimurium, Escherichia coli, Bacillus subtilis et la
levure Candida albicans, ont indiqué que les extraits ont un effet inhibiteur sur trois souches
testées a des degrés différents, manifesté par I’apparition de zone d’inhibition autour des puits
imprégnés. La meilleure activité antimicrobienne est observée contre les souches Pseudomonas
aeruginosa et Staphylococcus aureus pour les deux extraits. Cela peut s’expliquer par la nature
des composés qu’il contient, tels que les flavonoides, les tanins, ainsi que d’autres composés
phénoliques, classifiés comme des antibiotiques tres actifs. En revanche, les espeéces E. coli et

Candida albicans sont résistantes vis-a-vis les deux extraits éthanoliques.

On peut conclure que Genista Ferox a une valeur thérapeutique et médicinale
importante. Cependant, cette étude reste préliminaire et peut étre une démarche pour d’autres
recherches plus accentuées avec des objectifs plus profonds a titre d’exemple de connaitre le
mécanisme d’action réel de cette plante. Elle constitue une premiere étape dans la recherche de
substances naturelles biologiquement actives. Les résultats de cette étude donnent un apercu
général du potentiel antimicrobien des deux extraits de cette plante. Il est donc nécessaire de
poursuivre les recherches sur ces extraits, et les perspectives sont les suivantes :

- Poursuivre les études sur les activités biologiques des especes du genre Genista afin de

développer des antibiotiques a partir des extraits de ces plantes.

- Etudier d’autres activités de ce genre (anti-inflammatoire, anticancéreuse) afin de

confirmer ou infirmer 1’activité biologique attribuée a cette espece.
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- Déterminer le mode d’action de ces substances. Il serait aussi trés utile de tester leur
toxicité in vivo dans le but de mettre en place des traitements naturels de maladies infectieuses

mieux tolérés.

- Fractionnement et purification des différents composés et les tester séparément avec des

souches microbiennes.

- La détermination de la CMI et la CMB.
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Figure 18 : images de Genista ferox

a. Genista ferox avec fleurs
b. Genista ferox avec fruits
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Figure 19 : Les étapes de préparation de I’extrait des feuilles et des tiges

a. la poudre des feuilles, b. la poudre des tiges
c. Pextrait des feuilles, d. ’extrait des tiges

e. extraits en filtration (tiges et feuilles)

f. Pextraits apreés filtration (tiges et feuilles)
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Figure 20 : Les appareilles utilisée dans cette étude

a. Bain marie, b. balance
c. vortex, d. spectrometre
e. I’étuve
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A. Candida albicans (leviire) (C.a)
B. Salmonella typhimurium (S.t)
C. Pseudomonas aeruginosa (P.a)
D. Staphylococcus aureus (S.a)

E. Bacillus subtilis (B.s)

F. Escherichia coli (E.c)
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Résumé

L’espéce Genista ferox est une fabacée trés répandue en Algérie, caractérisée par son
utilisation fréquente en médecine traditionnelle déterminant ainsi sa richesse en molécules
bioactives. Pour cette raison, 1’objectif de notre étude porte sur I’activité antimicrobienne des
extraits de feuilles et de tiges de cette espece. D’abord, une étude phytochimique est réalisée
pour mettre en €vidence la composition chimique de la plante. Puis, une extraction par
macération dans un systéme hydroalcoolique (eau/éthanol) des parties aériennes, et
récupération de deux extraits éthanoliques purs de tiges et de feuilles, et enfin la réalisation de
I’activité antimicrobienne par la méthode de diffusion sur Agar en appliquant les différentes
concentrations de 1’extrait sur cinq souches bactériennes a Gram+ et Gram- (Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhimurium, Escherichia coli, Bacillus subtilis
et une levure Candida albicans. Les résultats montrent que les extraits ont un effet bactéricide
sur trois souches testées a différentes concentrations, manifesté par I’apparition des zones
d’inhibition autour des puits imprégnés. La meilleure activité antimicrobienne est observée
contre les souches Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus (17 mm de diamétre) et
Bacillus subtilis pour les deux extraits. En revanche, dans cette étude, les espéces E. coli et
Candida albicansse sont avérées résistantes aux extraits hydro-éthanolique de polyphénols.
Cependant, 1’espéce Salmonella typhimurium est sensible a 1’extrait de tige et résistante a
I’extrait de feuilles. L’espéce botanique Genista Ferox est riche en métabolites secondaires qui

lui conferent une valeur thérapeutique et médicinale importante.

Mots clés : Fabaceae, Genista ferox, activité antimicrobienne, Algérie.
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Abstract

The Genista ferox species is a highly popular Fabaceae in Algeria, characterized by its
frequent use in traditional medicine, thus determining its richness in bioactive molecules. For
this reason, the objective of our study is to investigate the antimicrobial activity of leaf and stem
extracts of the Genista ferox species. First, a phytochemical study is carried out in order to get
an idea of the chemical composition of the plant. Then, the extraction by maceration in a
hydroalcoholic system (water/ethanol) of the aerial parts of the plant, made it possible to obtain
two pure ethanolic extracts from stems and leaves, and finally the realization of the
antimicrobial activity by the sink method by applying the different concentrations of the extract
on five bacterial strains with Gram+ and Gram- (Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa, Salmonella, Escherichia coli, Bacillus subtilis) and a yeast (Candida albicans).
The results show that the extracts have a bactericidal effect on three strains tested to different
degrees, manifested by the appearance of inhibition zones around the impregnated wells. The
best antimicrobial activity was observed against the strains Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus (17 mm in diameter) and Bacillus subtilis for both extracts. On the other
hand, E. coli and Candida albicans species are resistant to both ethanolic extracts. Whereas, the
Salmonella species is sensitive to stem extract and resistant with leaf extract. The botanical
species Genista Ferox is rich in secondary metabolites that give it significant therapeutic and

medicinal value.

Keywords: Fabaceae, Genista ferox, antimicrobial activity, Algeria.
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