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Résumé

Abstract

This study aims to estimate the antimicrobial activity of methanol extracts of four
cultivars selected from 40 Algerian cultivars of Sorghum bicoloraccording to their
morphological and phytochemical characteristics.

Among the grains of 40 cultivars, 18 are white color, and 22 are pigmented, and
among the pigmented cultivars 7 are tannin sorghumes.

The highest yield of extraction by 80% methanol was recorded with the cultivar S12
(3.91%). The total polyphenol content determined by the Ciocalteufollin method varied
between 45.62 and 1170.14 mg gallic acid equivalent / 100 g flour.The flavonoids evaluated
by theAluminum chloride AICI3 method gave values, varying between 3.7 and 65.47 mg
equivalent quercitrin / 100 g of flour.

The antimicrobial activity of the extracts against 25 bacteria (11Gram positive and 15
Gram negative) including 6 bacteria of reference and 19 of hospital origin and 2 reference
fungi evaluated by the disk diffusion method.

A significant effect exerted by the four extracts on two bacteria (S. aureus resistant to
meticillin andB.subtilis ATCC6333). No effect was observed against the filamentous fungi,
whereas Candida albicansshowed sensitivity towards the extracts S12, S20 and S27.

The resistance profiles displayed Bacillussubtilisstrains ATCC 6333 and ATCC10876 as the
most sensitive strains to antibiotics.

S20 extract was the most effective against clinical staphylococci in low concentrations

(MIC=20% equivalent of 0.8mg / ml).

Keywords :

Sorghum bicolor, polyphenols, flavonoids, antibiotics, CMI, antibacterialeffect.



Résumé

adld)
40 s (e Bk Ciliual dx i (e sl claliiiad adil jadl sliaall Ll 5085 ) 4l jall 2 Cangs

Alall el daa fl 98 ) gall Leaailadd W sSorghumbicolor 3 sy yaiua

Ll e (s sini e 7 40 glall Cilia¥) (g ey ¢ sll) elian sl (e a8

A AN J gl aaatia (5 gima 7 5l 0 (43.91) S12 iall aa 780 danity J silisalluadaindl dile e Jaw
. cmadall el 2 100 / Sl (aes e i 1170.14 545,62 J3bas L G folinCiocalteu d& yay saaas o
On s S ide 65.47 53.7 O ) 55 Sl sise sllac Y AICI3 oo i1 3 ) oIS 48y jlay iy 53 I gina i
Gl (eal 42 100 /

6 <y i La (Adlw a2 15 5aula) ol e 11) LS5 aia cilialitiall afl jall sbiadl) Jabial) 4l ja
o Al (s sina Ll 48 plal U 5 dyma yall il phadll e (il 5 ClLdiall el je 19 5 dura yo LS
LSl e il e da )Y il Bsale 5300 geal jall Aol LSl aca dlad ST cilialaigl)
(B.subtilis s S.aureus) %

827 5820 ¢S12 o3l dsssCandida albicans < bl G A daluall il jhaill aca il gl Taadl A

A gl clabiaall IS Al SISV LSO aSubtilisBacillus

(e /30,8024 720 = CMI) duzaéiia il 38 5 staphylococcus s ddlad JSYLaliiull s §20

daalida cilals

adl all slma 5l | CMITe sual) ilaliaall 3 55 83 gidll 2x3eSorghum bicolor,



Glossaire

Catéchine : est un composé de la famille des flavonoides de la sous-classe des flavanols. Elle

est aussi connue sous le nom de catéchol.

Catéchol-O-méthyltransferase : est un enzyme qui dégrade les catécholamines et les

substances ayant la structure de catéchole.

Conidies : Spore asexuée située a I’extrémité d’un filament de mycélium.

Elastase : Enzyme catalysant I’hydrolyse de 1’¢lastine ;

Elastine :Scléroprotéine présente dans le tissu €lastique, insoluble dans 1’eau, et pouvant étre
digérée par la pepsine et la trypsine.

Eriodictyol :L'ériodictyol est une flavanone extraite des feuilles de 'Herba Santa, une plante

poussant dans le nord du Mexique et dans 'Etat de Californie.

Hyaluronidase :Enzyme polysaccharidase rencontrée dans lesperme, la rate et dans certaines
bactéries pathogeénes (streptocoques) qui lyse 1’acide hyaluronique des barrieres
polysaccharidiques protectrices et qui permet la diffusion rapide de 1’agent infectieux.

Hydrocolloide : ce sont des additifs naturels ou chimiques selon leur origine. Ce sont des
polyméres complexes de nature glucidique d’ou leur nom de glycanes; fournissant des

dispersions colloides an phase aqueuse, pour cela, on les appelle hydrocolloides.

Kaempférol : est un flavonoide de type flavonol que I’on trouve dans les fraises et les
¢pinards. C'est un pigment jaune, légérement soluble dans I'eau et soluble dans 1’¢thanol

chaud et I’éther diéthylénique

lipooxygénase :Enzyme qui catalyse I’addition d’oxygene dans les doubles liaisons des
acides gras non saturés, avec formation de dérivés peroxydés. Le substrat le mieux connu est
I’acide linoléique, et son dérivé, I’acide arachidonique.

Myricétine : est un composé organique de la famille des flavonols, naturellement présent
dans de nombreux types de végétaux, et en particulier dans le raisin. Les noix sont aussi une

source alimentaire riche en myricétine.

Quercétine :est un flavonoide de type flavonol présent chez les plantes comme métabolite

secondaire.

Stérols : sont un groupe de lipides composés d'une structure chimique particuliere appelée
noyaustérol. Les stérols sont présents chez les animaux et les végétaux. Ils sont des

constituants essentiels des membranes des cellules.



Liste des abréviations

ATTC : Collection du type Américain de culture
AI2Cl 3 : Trichlorure d’ammonium.

BLSE : B-lactamase a spectre ¢largi.

CMI : Concentration minimal inhibitrice.

DO : Densité optique.

EAG : Equivalent d’acide gallique.

EAQ : Equivalent de Quercitine.

ED : Eau distillé.

FAO : Food and agriculture organisation.

Icresat :ICRISAT (International CropsResearch Institute for the Semi AridTropics ; la
collection mondiale de sorgho(collecter, détenir et distribuer les ressources génétiques de
sorgho).

Ms : Matiére séche.
Na,COs; : Carbonate de sodium.
S20 : Extrait méthanolique 20.

SM : Solution meére.
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Introduction

Les céréales et leurs dérivées constituent I’alimentation de base dans beaucoup de
paysen développement, particulicrement dans les pays maghrébins. En Algérie, les
produitscéréaliers occupent une place stratégique dans le systéme alimentaire et dans
I’économienationale. (Djermoun, 2009).

En raison d’une forte consommation de produits a base de céréales plusieurs études
ontmontré une reconnaissance croissante que de nombreux métabolites secondaires présents
dansles céréales peuvent éventuellement exercer des effets bénéfiques sur la santé humaine.
Lesmétabolites secondaires les plus présents chez les céréales semblent étre les
composésphénoliques.(Baribeau 2005).

Selon Jiménez(2000) et Baribeau (2005) de longues études d’observationont montré
une réduction du risque des maladies chroniques avec une consommation ¢levéedes céréales.
Cependant cette diminution est liée a I’association des polyphénols et des fibres continues
dans les céréales complétes (Sarni-Manchado et Cheynier, 2006).

Les composés phénoliques jouent un role dans les mécanismes de défense, d’ou les
plus grandes concentrations se retrouvent aux téguments des grains en effet 1’acide férulique
est le plus courant des acidesphénoliques dans les grains des céréales se concentre dans les
parties extérieures du grain. Manachet al.(2004)

En considérant le grain entier de diverses céréales, on constate une grande analogie
dans leurcomposition chimique ainsi dans leur composition en composés phénoliques mais
aussi ils existent quelques différences. Dans ce contexte, nous somme intéressé a 1’étudedu
grain qui occupe le cinquieme rang mondial des céréales, apres le blé, le riz, le mais(FAQO,
2007) et I’orge. C’est le sorgho, a savoir Sorghum bicolor (L.)Moench.

De nombreux aliments et boissons au sorgho africain sont soumis a une fermentation
lactique par des bactéries lactiques, généralement du genre Lactobacilluss. Cette fermentation
est d’une importance cruciale en ce qui concerne la durée de conservation.(Taylor, 2003).

La production d'acide lactique diminue le pH d’aliment, ce qui ralentit ou empéche sa
détérioration par d'autres microorganismes pathogenes tels que :

Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Klebsiellapneumoniae, Listeria monocytogenes,
Campylobacterjejuni, Candida spp., Zygosaccharomycesspp., Fusariumspp., Aspergillus spp.,
Rhizopusspp., Penicillium spp. Et Salmonella spp.



Introduction

Les objectifs assignés a notre travail sont :

-Etude de la variation de la teneur des polyphénols totaux et des flavonoides présents au
niveau des extraits méthanolique des grains de Sorghum bicolor (L.) Moench.

-Etude de [Dactivit¢ antifongique et antibactérienne des extraits bruts sur des

souchesmicrobiennes pathogenes.

Pour cela nous avons réalisé notre étude selon le plan suivant :

e Identification des cultivars par la caractérisation de la morphologie des grains de
Sorghum bicolor(L.)Moench.

e Extraction méthanolique des composés phénoliques a partir des farines délipidées.

e Analyse quantitative de contenu en polyphénols, et en flavonoidesdes différents
extraits.

e Réalisation de I’antibiogramme vis-a-vis des souches cliniques et des souches ATCC
afin de déterminer le profil de résistance.

e FEtude de I’activité antimicrobienne desextraits phénoliques vis-a-vis des souches
cliniques et des souches ATCC par Test de diffusion sur milieu géloséet la détermination
de la concentration minimale inhibitrice par culture des souches sur milieu gélosé

(contenant des dilutions de 1’extrait).



Chapitre 1 Partie bibliographique

Sorghum bicolor(L..) Moench

I.1.Définition

Le sorgho cultivé genre Sorghum, espéce Sorghumbicolorest une plante annuelle céréaliere
appartenant a la famille des poacées (Chantereau et al .,2013).Cultivée dans les zones
intertropicales de I’ Afrique (Dicko et al., 2005).11 est connu sous divers noms: grand mil et
herbe de Guinée en Afrique de 1'0Ouest, blé kafir en Afrique du Sud, dura au Soudan, jowar en
Inde et kaoliang en Chine. Aux Etats-Unis, on l'appelle généralement milo ou milo-

mais(FAO, 1995).

Figure 01 : Sorghum bicolor(L.) .

1.2. Races de sorgho

Il existe plus de dix races divers de sorgho, le tableau 01 présente les principales
caractéristiques des races (voir également les illustrations : forme paniculaire, forme des
glumes, et type de grain) et la figure 02 présente la morphologie des épillets et des grains des

différents races.



Chapitre 1

Partie bibliographique

Tableau 01 : Les principaux caracteres identitaires des races de sorgho(Chantereau et

al.,2013).

Races Glumes Grains Panicules

Bicolor Glumes longues Poids de1000 grains | Panicules laches
recouvrant les3/4 ou | de 15a25g
la totalité du grain

Guinea Glumes Grains elliptiques, Panicules laches a
généralement plus au moins aplatis | semi-laches, souvent
longues, ouvertes. dorso-ventralement, | longues a port

de taille variable. retombant

Caudatum Glumes courtes Grains Panicules compactes
adhérant au grain en | dissymétriques, de a semi-compactes
le recouvrant taille moyenne a forme a tendance
partiellement. grosse. fusoide.

Durra Glumes courtes Grains plus ou Panicules compactes
adhérant au grain en | moins sphériques, de | a semi-compactes
le recouvrant taille variable mais souvent portées par
partiellement. le plus souvent gros | un pédoncule crossé.

a tres gros.

Kafir Glumes courtes Grains elliptiques de | Panicules

adhérant au grain en | taille moyenne, moyennement

lerecouvrant

partiellement

poids de 1000grains
de 20a35g.

compactes, souvent
de forme longue et

cylindrique.




Chapitre 1 Partie bibliographique

Figure 02: Morphologie des épillets et des grains des différentes races de sorgho (1)bicolor
(2) caudatum(3) durra (4)guinea(S)kafir (d’aprés vom Brocke ez al.,2008).

1.3. Ecologie

Le sorgho est surtout une plante des milieux tropicaux chauds et semi-arides. Il est
particulicrement adapte a la sécheresse en raison d’un ensemble de caractéristiques
morphologiques et physiologiques, notamment un systéme racinaire étendu, et une aptitude a
interrompre sa croissance pendant les périodes de sécheresse et a la reprendre une fois le
stress disparu(Chantereau et al., 2013).

I.4. Grain de sorgho

Le grain de sorgho est un caryopse ou fruit sec a un seul germe. Il est composée de trois
parties principales : I’enveloppe, I’albumen et le germe(Balole et Legwaila, 2006).La couleur
de grain de sorgho varié en fonction de la pigmentation du péricarpe et du testa, du blanc au
jaune pale au brun rouge profond, en passant par différents tonalités de rouge et de brun

(FAO,1995).Figure (03) et (04).
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Figure 03 : Coupe schématique du grain de sorgho (Miche,1980)

Le péricarpe constitue I’enveloppe externe de la graine. Certaines variétés ont sous le
péricarpe, une couche pigmentaire brune appelée testa. La présence ou 1’absence de la testa
est importante a considérer vue que sa présence signifi¢é la contenance du grain en

tannins(Dykes et Rooney, 2004)figure 04.
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Figure 04 :Photomicrographie a fluorescence de la section transversale du son de sorgho Al :
couched’aleurone ;CW : paroi de la cellule ;E :endosperme ;En :endocarpe ;Ep : épicarpe ;

M :mésocarpe ;T : testa pigmenté.(Dykes et Rooney,2006)

L’albumen, qui est le tissu de réserve de la graine, présente a sa surface une couche
périphérique unicellulaire, c’est une couche a aleurone riche en minéraux, vitamines,
protéines et lipides. L’albumen est d’abord vitreux puis farineux au centre de la graine.(Dykes

et al.,2005)
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A la base de la graine et en grande partie enchassé dans I’albumen, se trouve le germe. Il
comprend 1’embryon et le scutellum.au contact de I’albumen, le scutellum est un tissu de

réserve riche en protéines, lipides, enzymes et vitamines (Rooney,1978).

I.5.La valeur nutritive de sorgho

Pour ces principaux constituants biochimiques, le sorgho a une composition comparablea
celle des autres céréales nues (tableau 02 et tableau 03).
Tableau 02 : La composition chimique du grain de sorgho en comparaison au diverses grains

des céréales (g /100g MS) (Prosky et al.,1988et Souci et al., 2000).

ositions Glucides Fibres totales Protéines Lipides

Grains brutes

Sorgho 73,8 9,4 12,3 3,6
Blé 59,6 13,3 11,7 1,8
Mais 64,2 9,7 9,2 3.8
Mil 71,6 7,7 13,3 6,3
Orge 63,3 9,8 10,6 2,1
Riz 74,1 2,2 7,8 2,2
Avoine 55,7 9.7 12,6 7,1

Tableau 03 : Teneur en vitamines du grain de sorghoen comparaison avec les grains d’autres
céréales(teneurs en vitamines en mg/100g) selonSerna-Saldivar et Rooney(1995)Souci et

al.,(2000).

itamine B1 B2 B3 BS B6 E

Grain

Sorgho 0,24 0,14 2,92 1,25 0,59 0,07
Blé 0,38 0,12 5,47 0,95 0,30 1,00
Mais 0,39 0,20 3,63 0,42 0,62 0,49
Mil 0,42 0,29 4,72 0,85 0,38 0,05
Orge 0,65 0,29 4,60 0,28 0,32 0,57
Riz 0,40 0,09 5,09 1,49 0,51 0,68
Avoine 0,76 0,14 0,96 1,35 0,12 1,09
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D’apres les deux tableaux, Les glucides représente jusqu’a 84% Ms du grain de sorgho,
I’amidon est le sucre majoritaire (55%a 75% Ms) suivé par I’amylose (23%a 30%) et les

autres sont des sucres libres (1,2% MS)( J.Chantereau et al.,2013).

Le grain de sorgho contient environ3,5% MS des lipides dont la majorit¢ sont des
triglycérides neutres : les acides gras saturés tels que I’acide palmitique et 1’acide linoléique
(Arendet et al.,2013) ;et les acides gras insaturés dont 1’acide oléique est 1’¢lément essentielle

(Saldivar et Rooney,1995).

La prolamine (Kafarine)est le majeur protéine constituant du grain de sorgho (protéine de
réserve),qui représentent plus de 50% des protéines totales,(Belton et al.,2006). Par contre le
grain de sorgho ne contient pas du gluten facilement tolérée par les patients atteints de la

maladie cceliaque(Schober et al.,2005).

Les sels minéraux présents dans le grain de sorgho sont:le phospohore, le magnésium et le

potassium (Kent et Evers, 1994).
I.6.Utilisation de sorgho
1.6.1.Dans I’alimentation humaine

Le grain de sorgho est utilisé dans I’alimentation humaine pour la préparation de différents
metstraditionnels(couscous, galettes,etc). Il est consommé sous forme grillée ou cuite comme
le riz(Balole et Legwaila, 2006). Les grains peuvent étre consommés a I’état frais en
particulier par les gens en déplacement qui n’ont pas les moyens ni le temps pour cuisinier
(Gast et Jean., 2001).

On peut obtenir du pain de bonne qualité (texture, aspect extérieur, cohésion de la mie) ;
comparable au pain préparé avec une farine 100 % de bl¢ tendre ; avec une farine composite a
30% d’incorporation de farine de sorgho (Ballaet al.,1999).

La teneur nulle de la farine de sorgho en gluten la rende un meilleur choix pour les
malades céliaques,en lui ajoutant des additives tels que les ceufs et les hydrocolloides pour
améliorer ces propriétés rhéologiques et la rendre panifiable afin de préparé des gateaux ou

des cookies (Taylor et al.,2000).
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1.6.2.Alimentation de bétail

Les résidus de récolte (feuilles, tiges et panicules égrainées) sont utilisés pour
I’alimentation du bétail. La plante entiére est souvent ensilée pour I’engraissement des

ruminants (Balole et Legwaila, 2006).

1.6.3.Méthanisation de la biomasse du sorgho

Le processus repose sur la dégradation anaérobie naturelle de la biomasse par des
microorganismes, une dégradation qui conduit a la production de méthane.(chantereau et
al.,2015).

Lafibre de sorgho permet grace a la méthanisation de sa biomasse, la fabrication de
biomatériaux destinés a la fabrication de films plastiques biodégradables. La Kafirin, la
protéine de stockage de sorgho (prolamin), est un bon choix pour fabriquer des bioplastiques
car elle est la plus hydrophobe des prolamines (Duodu et al., 2003;Belton et al., 2006).
I.7.Le sorgho en Algérie

Dans le passé, cette céréale a joué un role prépondérant dansl'alimentation humaine des
citoyens d’Ahhagar. Actuellement, le sorgho est en régression dans certaines oasis pour
plusieurs raisons parmi lesquelles, le manque d'eau, le chamboulement social créé par

l'industrialisation, les facteurs économiques.(Gast et Jean,2001).

En Ahaggar il produit des grains de meilleures qualités. Le sorgho blanc peut étre semé a
partir de Mars et se récolte de juin au début décembre ; il murit principalement en septembre,

octobre. Il met environ quatre mois a donner un épi.(Gast et Jean,2001).

Alors que la filiere lait compte environ 966.000 vaches laitiéres au niveau national,
l'introduction de nouvelles cultures fourrageéres comme le sorgho ne peut €tre que positive
pour la filiere lait car l'alimentation est la seule solution pour sortir de la dépendance du
marché de la poudre de lait. Le sorgho est une céréale d'ét¢ cultivée depuis treés longtemps

dans les oasis de la région saharienne. (Soltani,2014).

Les nouvelles variétés de sorgho sont actuellement cultivées a Maghnia, Béjaia, El
Oued, Mostaganem et Tiaretdont les rendements obtenus atteignent jusqu'a 100 tonnes par
hectare. Ces nouvelles variétés de sorgho ont couvert une superficie de 10.000 ha en 2014, qui

devrait tripler pour passer a 30.000 ha en 2015. L'une de ces variétés, le sorgho géant, qui
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peut atteindre quatre (4) métres de haut, est cultivé non seulement comme fourrage vert, en
ensilage (conservation du fourrage en zone humide) mais aussi en guise de brise-vent pour
protéger les cultures maraichéres contre les tempétes de sable dans le sud du pays.(Soltani

,2014).

En Ahhagar le sorgho rouge est cultivé pour le colorant rouge contenu dans ses feuilles
afin de I’utilisé en teinturie.(Gast et Jean,2001).
Les tanins conferent des propriétés agronomiques précieuses au sorgho, y compris la
protection contre les insectes, les oiseaux et les dommages causés par les intempéries

(Waniska et al., 1989).

I.  Les polyphénols

Les polyphénols (8000 composés connus) représentent un groupe des métabolites

secondaires complexes, exclusivement synthétisés dans lerégne végétal. (Collin et al., 2006).

Les composés phénoliques étudiés chez les végétaux ont tous en communla présence

dansleur structure d’un ou de plusieurs cycles benzéniques portant des fonctions hydroxyles.

De ce fait, 1’utilisation du terme « polyphénols » concerné les molécules portant plusieurs

hydroxyles phénoliques (Thierry,2006).

IIs sont en effet des éléments importants de qualités sensorielles (couleur, astringence...) et
nutritionnelles des végétaux que consomme I’homme.Leur intervention dans la santé est
maintenant reconnue : action antioxydante, action anticancérogene variés(Macheix et al.,

2006).

Les polyphénols sont présents dans toutes les parties des végétaux supérieurs: racine,

tiges, feuilles, fleurs, fruits(Boizot et Charpentier., 2006).On retrouve :

e Les flavonoides (flavanols,flavonoide,chalconeset dihydrochalcones,nthpcyanidines et
tanins condensés)

e Les acides phénoliques de type benzoique ou cinnamique et les tanins hydrolysables
(gallo-et ellagitannins)

e Les stilbenes

e Les lignines et subérines (Collin ef al.,2006)(tableau 04)

10
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Tableau 04 :Principales classes des composés phénoliques.Merghem, (2009)

Nombre de Classe Exemple Structure
C
Cs Phénols simple | Hydroquinine,catéchol L=T5
Ce-Cs Acide phénols | Acides hydroxybenzoiques ( LY e
(Sarni- Acide gallique) F‘»‘*—{-;’_:"f.— CooH
Manchado et wr
Cheynier.,2006)
(C6-C3)2 Coumarines Daphnétol e iy
(Machiex et e J':?:'r"l"'c:i"Jr -
al.,2005)
(C6-C3) n Lignane Pinorésinol
C6-C3-Cs Lignines Bois, noyau des fruits. e
R
e
Cs-C5-Cs Flavonoides Apigénine, T
Isoflavonoides lutéoline,quercétine(Fruits) A e JL
Anthocyanes Génistéine (Soja,Pois) ’”“-'-'J‘j__ “ :
(Dusan et Pélargonidine(Flreurs,Fruits T
Vesna.,20006) rouge)
(C6-C3-Co) n Proanthocyane Procyanidine, i
(tanins Prodelphinidine (Raisin rouge) o +:
condensés) 1.'!"

11
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II.1. Classification des composés phénoliques
I1.1.1.Les acides phénoliques simples
I1.1.1.1.Acides hydroxybenzoiques

Ils sont des dérivés de 1'acide benzoique et ont une formule de base de type (C6-C1).Ces
molécules existent souvent sous forme d'esters ou de glycosides et peuvent ¢galement

étre intégrés dans des structures complexes comme certains tanins.(Macheix ez al,. 2006).
I1.1.1.2.Acides hydroxycinnamiques

IIs représentent une classe trés importante dont la structure de base (C6-C3) dérive de celle
de I’acide cinnamique. Ces acides sont rarement présents a 1’état libre et existe généralement
sous forme d’ester ou de glycoside(Macheix et al,. 2006). Dans certains cas, la liaison avec

stérols conduit a des composés a caractere tres apolaire (Hakala et al.,2002).
I1.1.2.Les coumarines

Les coumarines dérivent des acides hydroxycinnamiques par cyclisation interne de la

chaine latérale (Macheix et al,. 2006).
I1.1.3. Les flavonoides

Les flavonoides (flavus-yellow), ou bioflavonoides, sont un groupe de substances
polyphénoliques qui sont présentes dans la plupart des plantes, concentrées dans les graines,la

peau ou le pelage des fruits, 1'écorce et les fleurs(Dusan et Vesna.,2006).

Les flavonoides sont capables de moduler l'activité de certaines enzymes et de modifier le
comportement de nombreux systémes cellulaires, ce qui suggere qu'ils pourraient exercer une
multitude d'activités biologiques, notamment des activités antioxydantes, vasculoprotectrices,
antihépatotoxiques, antiallergiques, anti-inflammatoires, antiulcérogénes et méme

antitumorales(Collin ef al.,2006).
11.3.1.1.Classification des flavonoides

Selon I'é¢tat d'oxydation de I'anneau hétérocyclique, les flavonoides sont classés comme

flavones, flavanonols, flavonols, flavanones ou isoflavones (figure 05).

12
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Figure 05 : Principales classes des flavonoides : le noyau flavonoide consiste en benzo-y-

pyrone (anneau A et anneau C) et benzene (anneau B).(Dusan et Vesna.,2006)

I1.1.4 Les tanins

Les tanins sont des composés polyphénoliques hydrosolubles qui ont la capacité de précipiter
des protéines(Smith et Swain.,1962). Les tanins sont de deux types hydrolysables et
condensé.
Les tanins hydrolysables sont des polyphénols avec un noyau central de polyol (Castels et
al.,2005) ils sont caractérisés par le fait qu’ils peuvent étre dégradés par hydrolyse chimiques
(alcaline ou acide) ou enzymatiques. Ils libérent alors une partie phénolique qui peut étre soit
de I’acide gallique soit un dimere de ce méme acide, 1’acide ellagique et une partie non
phénolique. (Macheix et al.,2006).
Les tanins condensés sont des polyméres de flavon-3-ol, qui sont liés par des obligations
carbone-carbone (Castels et al.,2005), ils sont résistants a I’hydrolyse et seules des attaques
chimiques fortes permettent de les dégrader. Ainsi, par traitement acide a chaud, ils se
transforment en pigment rougeatreset, pour cette raison, ils sont dénommés
« proanthocyanidines ». (Macheix et al.,2006).
I1.1.5.La lignine

La lignine est un constituant polyphénolique complexe de la paroi cellulaire secondaire

végétale, les efforts d'ingénierie des usines ont systématiquement cherché a modifier la

13
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quantité, la composition et la structure de la lignine en exploitant la plasticité inhérente a la

biosynthese de la lignine.
I1.2.Les composés phénoliques de Sorghum bicolor (L.)Moench

Le sorgho est une source riche et variée en composés phytochimiques comme les tanins,
les acides phénoliques,les anthocyanes et les flavonoides.

Les polyphénols majoritaires du sorgho se regroupent en quatre grandes catégories : les
acides phénoliques,les tanins et les anthocyanes,les flavonoides et les stilbénes.(Mottiar et al.,

2016).

I1.2.1.Les acides phénoliques de sorgho

Comme dans d’autres céréales, les acides phénoliques du sorgho sont plus concentrés dans
le son (enveloppe céréaliere).ll existe deux types des acides phénoliques: les acides
hydroxybenzoiques et les acides hydroxycinnamiques ils se trouvent majoritairement sous
forme liée. (Tableau 05)
Tableau 05 : La structure générale des acides phénoliques de sorgho.(Collin ef al.,2006)

Groupe Acides hydroxybenzoiques acides hydroxycinnamiques
d’acides
phénoliques
Structure
4 4 e .-'R' ?I i
générale N _ & T e ll
FA Y T " " Than
w—{ J ]
o oH B
i:; | 1
Ry
R Rz R
Acids galague H oH oH Ry R Ry Ry
i:ﬂ: Sakcyiqe o3 - " Acide calfecpus b oM OH H
el S U i Akt Temgun H oCH;  OH H
Acide Syringigque H OCH, oH Acile srounanigue OH H H H
Aciths prolotatectuge H ot e Acide pooUaigue H H oH H
| Aride sirapagues H OCH, oH Do,
|

Il y’a deux catégories des acides phénoliques :
a. Acides phénoliques libres : sont retrouvés dans la couche externe de la graine ;
exemple : I’acide cinnamique.
b. Acides phénoliques liés : sont liés avec les membranes cellulaires de la graine :
I’acide férulique est le dominant (24-47%).
c. L’acide gallique retrouvé seulement a 1’¢tat lié.(Dykes et al., 2005)
En comparaison avec les autres céréales le grain de sorgho a une teneur considérables en

acides phénoliques, (tableau 6).
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Tableau 06 : La teneur du grain de sorgho en acides phénoliques en comparaison avec les

grains des céréales principales : Acides phénoliques reportés chez les céréales (Andreasen

etal., 2001).
Acides phénoliques | Grains Auteurs
Acides
hydroxybenzoiques
Gallique sorgho Mils, riz. Hahn et al 1983 ;Zhou et al.,2004 ;
Suba et al.,2002.
Protocatéchique Sorgho,Orge,mais,mils,avoin | Matillaet al.,2005,Mazza et
e,seigle, blé et le riz Gao0,2005 ;McDonough et Rooney
.2000.
Hahn et al.,1983
-P-hydroxy Sorgho,orge,mais, avoine,
benzoiques Seigle, blé, riz,mils Mattila et al.,2005 ;Kim et al
-Salicylique Sorgho,orge,blé 2006 ;Mazza et Gao,2005 .
-Vanillique Sorgho,mais,orge,mils,avoine | Mazza et Gao,2005,Kim et al.,2006
,seigle,blé,riz Kim et al., 2006 ;Mattila et
Syringique Sorgho,Orge,mais,mils,avoin | al.,2005 ;Zhou et al.,2004.
e,seigle,blé,riz. Kim et al., 2006 ;Mattila
etal.,2005 ;Mazza et Gao,2005 ;Mc
Donough et Rooney,2000.
Acides
hydroxycinnamiques
Férulique Sorgho,mais,mils,avoine,seigl | Andreasen et al.,2000. Kim et al.,
e,blé,riz 2006 ;Zhou et al.,2004.
cafeique Sorgho,mais,mils,avoine,seigl | Kim ez al., 2006 ; Zhou et al.,2004 ;
e,blé,riz Suba et al.,2002.
-cinnamique Sorgho,blé,mais. Mazza et Gao,2005 ;Mattila et
al.,2005;Zhou et al.,2004 2005 ;Mc
Sinapique Sorgho,mais,mils,avoine,seigl | Donough et Rooney,2000.

e,riz.

Mattila et al.,2005; ; Zhou et
al.,2004 ; Andreasen ef al.,2000.
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I11.2.2. Les flavonoides
Le grain de sorgho est riche en flavonoides particuliérement :

1-a : Flavonols
Un glycoside du kaempférol a également été identifi¢ dans le sorgho (Nip et Burns,1969).
1-b : Flavon-3-ols et procyanidines :

Les deux isomeres (+)-catéchine et (-)-€picatéchine sont trouvés dans le sorgho (10-180mg/L)

(Freidrich et Galensa 2002)
1-C : Flavanones dérivés :

Le sorgho est une source significative d’ériodictyols, ainsi que des deux flavones

correspondants,]’apigénine et lalutéoline. (Nip et Burns,1969).

I1.2.3.Les anthocyanes

..........

.....

la fisétinidine,la cyanidine et enfin la pélargonidine. (Dykes Et Rooney,2006)

Les anthocyanines de sorgho sont unique car ils ne possédent pas le groupement hydroxyle
dans la position C3; ils prennent la nomination de 3-deoxyanthocyanines. Cette propriété
augmente leur stabilit¢ dans un pH élevé parrapport les anthocyanines communes. Ceci les
rende comme des colorants alimentaires naturels de bonne qualité. (Dykes Et Rooney,2006)
La 3- deoxyanthocyaninescontient 1’apigeninidine de couleur jaune et la luteolinidine de
couleur orange(Rooney,2005).

I1.2.4.Les tannins condensés

Les tanins de sorgho sont principalement des tanins condensés, ils sont majoritairement
polymérisés en flavan-3,4-diols, ils forment des proanthocyanidines. La catéchine est 1’unité
monomere la plus rapportée(Dykes et al,2009).

La présence des tannins condensés (proanthocyanidines) est en relation avec la présence du
testa pigmentée. Ces tannins prouvent une résistance contre les moisissures. (Rooney,2005).

I1.2.5.Stilbénes

La présence de stilbénes a été mise en évidence dans les grains de sorgho, notamment le
trans-resvératrol et le trans-piceide et plus particuliérement au niveau des grains du sorgho

rouge.(Brohan et al.,2011).
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II1.Role et propriétés des polyphénols

Les composants phénoliques impliqués dans de nombreux processus physiologiques
comme la croissance cellulaire, la germination des graines et la maturation des fruits(Boizot
et Charpentier, 2006); ils sont largement utilisés en thérapeutique comme ; anti-
inflammatoires, inhibiteurs enzymatiques, antioxydants, anti radicalaires et antimicrobiens

(Bahorun, 1997 ; Cetkovic et al., 2008).

II.1.Activité anti-oxydante
Les polyphénols sont les antioxydants les plus abondants dans notre alimentation
(D’Archivio et al., 2007), ils possedent encore plus de potentiel antioxydant in vitro que les

vitamines et les caroténoides (Weichselbaum et Buttriss, 2010).

En plus de piéger les radicaux, les polyphénols sont également connus comme chélateurs
des métaux empéchant ainsi l'oxydation provoquée par des radicaux hydroxyles tres réactifs.

Les polyphénols n'agissent pas seuls ; il a été constaté¢ qu’ils peuvent effectivement
fonctionner comme un co-antioxydant (Tsao, 2010).

II1.2.activité anti-inflammatoires

Plusieurs flavonoides sont capables de modifier le métabolisme de 1’acide arachidonique
plaquettaire /n vitro(Middleton, 1998 ; Pelzer ef al., 1998 ; Yeon, 2001). Il est méme reporté
que les effets de la quercétine et la myricétine sont dose-dépendants a de fortes
concentrations, ils inhibent la cyclooxygénase et la lipooxygénase. Cependant a de faibles
concentrations, seule la lipooxygénase est affectée. En outre, d’autres flavonoides tels que la
lutéoline, la morine, 1’apigénine et la chrysine agissent principalement sur I’activité¢ de la
cyclooxygénase (Laughton, 1991 ; Read, 1995 ; Sanchez de Medina et al., 2002).
IT1.3.Activité anticancéreuse

Certains flavonoides possédent une activité antitumeurale et anticancérogenique
Significative. Par blocage de la production de la tumeur de la peau, la quercétine peut étre
considérée effective dans la prévention du cancer de la peau.

Dr’ailleurs, la quercétine inhibe la croissance cellulaire en empéchant certaines phases du
cycle cellulaire et en bloquant les sites récepteurs des hormones (Marfak, 2003).

I11.4.Flavonoides comme inhibiteurs enzymatiques
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Les flavonoides sont des inhibiteurs enzymatiques, ils inhibent plusieurs enzymes
intervenant dans divers mécanismes biologiques.

IIs inhibent I’histidine décarboxylase, 1’¢lastase, la hyaluronidase ce qui permettraitde
conserver 1’intégrité de la substance fondamentale de la gaine vasculaire ; ils inhibent aussi
d’une maniere non spécifique la catéchol-O-méthyltransferase, ce qui augmenteraitla quantité
de la catécholamine disponible et donc provoquerait une ¢lévation de larésistance vasculaire.
(Bruneton, 1999).

IIL.5. Autres activités biologiques

Les flavonoides sont capables de moduler le fonctionnement du systéme immunitaire,
maisleur action est complexe et demeure encore mal élucidé. A doses élevées, les flavones et
flavonols sont de puissants inhibiteurs de la prolifération des lymphocytes B et T, mais,
aconcentrations plus faibles, ils pourraient agir comme immunostimulants chez les sujets
immunodéprimés (Namgoong et al., 1994 ; Middleton, 1998).

Les flavonoides peuvent prévenir le diabéte ou au moins le réduire en inhibant I’enzyme
aldose réductase.La myricétine possede un effet hypoglycémiant chez des animaux
diabétiques (Ong et Khoo, 2000).

Les flavonoides sont capables de protéger la muqueuse gastrique contre divers agents
ulcérogenes. La naringine et la quercétine exercent ainsi une activité anti-ulcérogeéne mise en
évidence chez le rat dont ’ulcére gastrique a ét¢ induit par I’éthanol (Martin et al., 1994).

II1.6.Activité antimicrobienne des polyphénols

Mécanismes des effets antimicrobiens des polyphénols est sans doute trés complexe .parmi
les hypothéses avancées, il faut citer :
e L’inhibition des enzymes extracellulaires microbiennes.
e Séquestration de substrat nécessaire a la croissance microbienne ou la chélationde
métaux tels que le fer.
e [’inhibition du métabolisme microbien (Milane, 2004).
Les polyphénols notamment les flavonoides et les tannins sont reconnus par leur toxicité vis-
a -vis des microorganismes. Le mécanisme de toxicité peut étre li¢ a I'inhibition des enzymes
hydrolytiques (les protéases et les carbohydrolases) ou d'autres interactions pour inactiver les

andésines microbiennes, les protéines de transport et d'enveloppe cellulaire (Cowan, 1999).
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Notre travail a ¢été réalisé durant la période (Mars- Juin2017) au niveau de 5
laboratoires : Laboratoire de culture in vitro des végétaux a ’ENS de Kouba pour I’extraction,
le laboratoire de PFE du département de biologie et physiologie cellulaire (BPC) pour les
dosage; or la partie microbiologique a été effectuée au niveau du laboratoire de valorisation
des micro-organismes Kouba, laboratoire de microbiologie groupe Saidal de Gué de

Constantine (Alger) et le laboratoire d’hygi¢ne de la wilaya de Blida.
I.1. Matériel
I.1.1 Matériel biologique

Les grains de 40 cultivars de sorgho provenant d’In Salah sous forme de panicule ou
des lots des grains emballés dans des sacs en plastiques. La caractérisation morphologique de
ces derniers ne sera pas compléte et par conséquence les races ne peuvent pas étre

déterminées. Tout le matériel a été conservé a 4°C jusqu’a son utilisation.
Les souches microbiennes

Les souches dont des souches de référence de 1’American Type Culture
Collection (ATCC) (6 bactéries et 2 champignons) et 19 bactéries isolées au niveau de
I’hopital Frantz Fanon a partir de I’environnement et des surfaces (tableau 8), ont fait I’objet

d’une étude microbiologique.
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Tableau 08 : Les souches microbiennes utilisées de références et cliniques

Gram - Gram +
Espéce Abréviatio | Espece Abréviatio
n n
Escherichia coli EcR Bacillus subtilis | BsR
(25922) (10876)
Escherichia coli Ec Bacillus subtilis(6333) | Bs
Klebsiellapneumoniae KpR Staphylococcus SaR
(4352) aureus (6538)
Klebsiellapneumoniae Kpl Staphylococcus Sal
aureus|
Klebsiellapneumoniae Kp2 Staphylococcusaureus | Sa2
Souches 2
Bactériennes Pseudomonas PaR Staphylococcus Sa3
aeruginosa (27853) aureus3
Pseudomonas Pa Staphylococcus Sa4
aeruginosa aureusd
Pseudomonas Pf Staphylococcus Sa5
fluorescens aureus 5
Flavimonasorzyhabitans | Fo Staphylococcus Sa6
aureus6
Salmonella arizonae Sz Staphylococcus SaM
Enterobactercloaceae Ea aureusrésistance a la
Enterobacterancerogenu | Eg méticilline
s
Bordetellaspp Bt
Citrobacterspp Cs
Morganellaspp Ms
Champignon | Moisissure Abréviatio | Levure Abréviatio
S n n
Aspergillus braziliensens | Ab Candida albicans Ca

(16404)

(24433)
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1.1.2. Matériel non biologique

Appareillage, petit matériel de laboratoire, les réactifs, les solvants et la verrerie

utilisés dans les différentes étapes de notre travail sont illustrés en annexe (01).
1.2. Méthodes
1.2.1. Etude morphologique des cultivars

L’étude morphologique a porté surla caractérisation des glumes, des grains et des
panicules selon le descripteur de sorgho (ICRISAT, 1993), et la race de chaque cultivar a été
déduite suivant la classification de Harlan et De Wet (1972).

1.2.2. Etude phytochimique
1.2.2.1. Préparation des farines

Broyage : Les farines sont obtenues aprés nettoyage, décorticage et broyage des grains
a I’aide d’un moulin a café ordinaire. Les farines sont conservées dans des flacons en

plastique a 4°C.

Délipidage de la farine :Nous avons effectué le délipidage des farines par macération
dans I’hexane (solvant apolaire) a un ratio de (1 :5), durant 1 heure avec agitation a I’aide
d’un agitateur mécanique. Le surnageant a été éliminé aprés une centrifugation pendant 10
minutes a une vitesse de 3000 tr /min. La farine est laissée sécher pendant une nuit a Iair

libre.
1.2.2.2. Extraction

L'extraction par macération a été réalisée sur une farine délipidée avec du méthanol a
80% a raison de (1:5) et avec agitation pendant une heure. Ensuit le mélange est centrifuger a
3000 tr pendant 10 minutes. L’opération est répétée une seconde fois et les surnageant
obtenus sont rassemblés et évaporés a sec a I’aide d’un évaporateur a 40 °C sous vide.

L’extrait sec est conservé au réfrigérateur.

Reconstitution des extraits secs : afin d’évaluer leur activité antimicrobienne : les extraits
S12, S20, S27 et S40 ont été reconstitués a une concentration de 20 mg/ml dans du méthanol

pure(tableau 9).Figure 06.
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Calcul du rendement (R) : Le rendement de I’extraction est le rapport entre le poids

de I’extrait sec et le poids de la farine (biomasse végétale), il est exprimé en pourcentage et

calculé selon la formule suivante :

R = %*10001‘1 P, : poids de I’extrait sec et P, : poids de la farine(auteur)

P,=Poids du flacon avec 1’extrait apres évaporation du solvant — Poids du flacon vide.

Tableau 09 : Reconstitution des extraits pour I’activité antimicrobienne.

Variétés | Poids de farine g | Poids de I’extrait mg | Volume de méthanol ajouté ml
S12 17,12 670,9 33,545

S20 2,1351 54,9 2,745

S27 4,0332 97,9 4,895

S40 8,1 2323 11,61
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Lipides

Farine de sorgho

Agitation 1h

(1:4) Hexane

l

¢éliminés

Résidus de
farine éliminés

Centrifugation(10
min 3000tr /min )

Farine déllipidé

(1:5)

Agitation 1

<— Répétition deux fois

Méthanol 80%

h

!

Centrifugation(10
min 3000 tr/min)

>

Extrait brute

Répétition deux fois

Dosage des polyphénols
totaux

‘ Dosage des flavonoides

Evaporation de solvant (40°C/sous vide)

Calcul de rendement ,|<

Extrait sec

Test microbiologique }%

Méthanol pure

Extrait reconstitué¢ 20mg/ml

Figure 06 : Schéma récapitulatif du protocole expérimental
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1.2.2.3 Dosage des polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux dans les différents extraits est réalisé par la

méthode de Folin-Ciocalteu(Singleton e al., 1999).
Principe :

L’extrait sera traité avec le Follin-Ciocalteu et le carbonate de sodium. Le réactif de
Folin-Ciocalteu est constitué par un mélange d’acide phosphotungstique et
phosphomolibdique, il est réduit par les phénols dans un milieu alcalin en un mélange
d’oxydes bleus de tungsténe et de molybdéne(Ribéreau-Gayoner al., 1972). Cette
coloration bleue due a la formation d’un complexe molybdéne tungsténe mesuré au
spectrophotométre a une longueur d’onde 765nm contre un blanc ne contenant pas de
polyphénols (standard). La concentration est déterminée par extrapolation sur une courbe

d’étalonnage, réalisée auparavant.

L’acide gallique est le standard utilisé pour établir la courbe d’étalonnage a partir de
laquelle la concentration des polyphénols totaux des extraits est calculée. Le résultat est

exprimé en mg d’équivalents d’acide gallique par 100 gramme de farine.

Une solution mére (SM) d’acide gallique a été préparée a une concentration de
200ppm. Des dilutions de 20, 40, 60, 80 et 100 ppm (tableau 01, annexe 4) ensuite ont été

réalisées a partir de cette solution mére.

Mode opératoire : Mettre 100 ul de chaque extrait de Sorghum bicolordans des tubes a essais;
ajouter 500 pl de réactif de Folin-Ciocalteu dilué 10fois; agiter puis laisser agir 2min avant
d’ajouter 2ml decarbonate de sodium a une concentration de 20%. Aprés 30 minutes

d’incubation a température ambiante et 2 1’abri de la lumicre, lire les absorbances a 765 nm.

Effectuer la méme opération pour 1’acide gallique a différentes concentrations en
introduisant 100 pl de ces derni¢res dans une série de tubes et ajout des autres réactifs.
Le blanc est représenté par 1’éthanol additionné du Folin-Ciocalteu, et de carbonate de

sodium.

Les concentrations des polyphénols totaux contenus dans les extraits sont calculées

en se référant a la courbe d’étalonnage obtenue.
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1.2.2.4 Dosage des flavonoides

L’estimation de la teneur en flavonoides totaux contenus dans les extraits de

S.bicolorest réalisée par la méthode de Bahorunet al. (1996).
Principe

Les flavonoides posseédent un groupement hydroxyle (OH) libre, en position 5 qui est
susceptible de donner avec le groupement CO, un complexe coloré avec le chlorure
d’aluminium. Les flavonoides forment des complexes jaunatres par chélation des métaux (fer
et aluminium). Ceci traduit le fait que le métal (Al) perd deux électrons pour s’unir a deux
atomes d'oxygene de la molécule phénolique agissant comme donneur d’¢lectrons

(RibéreauGayonet al., 1972).

La concentration des flavonoides contenus dans les extraits est calculée en se

référant a la courbe d’étalonnage obtenue en utilisant la quercétine comme standard.

Mode opératoire :Mettre 1,50 ml de I’extrait ou de la solution dilué¢ de quercitine dans un
tube a essai ; ajouter 1,5 ml de chlorure d’aluminium a 2 %, incuber pendant 10 min a

température ambiante et lire les absorbances a 415 nm.
Les résultats sont exprimés en mg équivalent en quercitine par 100g de farine.
[.2.3. Activité antimicrobienne

L’¢évaluation de I’activité antimicrobienne a été réalisée par la méthode de diffusion de

disque sur la gélose (Sokmenet al., 2004).
1.2.3.1 Méthode de diffusion sur milieu gélosé

Notre travail sur 1’é¢tude de [’activité antimicrobienne a été commencé par la
détermination des profils de résistance des souches microbiennes aux antibiotiques puis leurs
sensibilité aux extraits par diffusion des disques sur milieu gélosé a été explorée ainsi que la

détermination de la concentration minimale inhibitrice.

Tout le matériel de cette étude est stérilis¢é dans un autoclave a 120°C ainsi que le

travail est réalisé dans des conditions stérile afin d’éliminé la contamination.
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Les souches bactériennes de référence ont été testées contre les extraits et des
antibiotiques sur le milieu Muller-Hinton(MH) et ainsi que 1’antibiogramme des bactéries

cliniquesont été testées sur gélose nutritif et I’activité antifongique est testée sur sabouraud(S).

Préparation de I’inoculum : chacune des souches microbiennes a tester a ét¢ ensemencée
dans la gélose nutritive et incubée a 37°C pendant 24 h, afin d’optimiser sa croissance. Des
suspensions microbiennes ont été obtenues par I’homogénéisation de quelques colonies (bien

isolées et identiques de chaque culture) dans 10 ml d’eau physiologique stérile .

Ensemencement et dépot des disques : L’ensemencement de la suspension microbienne est
réalisé par écouvillonnage sur milieu gélosé. L’écouvillon est frotté sur la totalité de la
surface gélosée, de haut en bas en stries serrées. L’opération est répétée deux fois en
tournant la boite de 60° a chaque fois. L’ensemencement est fini en passant

I’écouvillon une derni¢re fois sur toute la surface gélosée.

Les disques de 9mm saturés de 1’extrait sont déposés délicatement sur la surface de la
gélose inoculée a 1’aide d’une pince stérile. Un disque imprégné de méthanol a été utilisé

comme témoin négatif.

De méme, les antibiogrammes ont été réaliséssuivant les mémes étapes ; pour toutes
les souches microbiennesavec des disques d’antibiotiquesafin d’obtenir leurs profils de

résistance (tableaul0).

Tableau 10: Distribution des antibiotiques par groupe microbien et par boite

Groupe Microbien Antibiotique a testé

Staphylocoques Nutrofurantoine (FTN), Prémasol (PRM), Ciprofloxacine
(CIP), Tétracycline (TET).Oxacilline (OX), Penicilline (P)
Gentamicine (G).

Entérobactéries, Bacillus | Amoxilline + Ac. Clavulanique (AMC), Ciprofloxacine
. (CIP)Céfoxitine (FOX) Gentamicine (G), Nutrofurantoine
subtilus
(FTN).
Pseudomanadaceae Ticarcilline (TIC), Pipéracilline(PIP),
Champignons Lamidaz
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Les boites de Pétri sont incubées dans une étuve pendant 18 a 24 heures a 37°C pour

les bactéries et pendant 48 heures a 25 °c pour les champignons.

Lecture des antibiogrammes :La lecture des antibiogrammes a été faite par la mesure des
diametres des zones d’inhibitions autour des disques , par ailleurs la détermination de la
sensibilité ou la résistance de ces souches a été faite on comparant les zones d’inhibition
auteur de nos souches avec celles qui ont été déterminés par le comité frangais de la
microbiologie (Casfem) pour les mémes souches et les mémes antibiotiques qui ont les

mémes charges.
Concentration minimale inhibitrice (CMI)

Pour les concentrations minimales inhibitrices (CMI), Il s’agit de déterminer les
plus petites concentrations auxquelles les extraits présentent encore une activité

antibactérienne visible a ’ceil nu.

Cette méthode passe par les mémes ¢étapes précédentes mais cette fois I’extrait a été
coul¢ avec le milieu puis les suspensions bactériennes ont ¢té repiquées a 1’aide d’une
micropipette (10ul). Les boites pétries ensuite seront incubé a 37°C pendant 18 a 24 h, la

lecture exprime 1’absence ou la présence de la croissance bactérienne.

La CMI des bactéries a été déterminée pour les 3 extraits (S12, S20, et S27) a des

concentrations décroissantes, 100%, 80%, 50%, 20% selon le tableau 11.

Tableau 11 : Volume d’extrait et de milieu de culture MH utilisés pour la préparation des

géloses pour la détermination de la CMI.

Concentration 100% | 80% 50% 20%
volume ajouté 2mg/ml | 1.6mg/ml | 1mg/ml 0.4mg/ml
Volume d’extrait a | 600 480 300 120
Les 20mg/ml (pnl)
dilutions Volume de méthanol | 0 120 300 480
pur (ul)
Volume de milieu de culture MH (ml) | 5,4 5,4 5,4 5,4
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Une boite de gélose a été utilisée pour le repiquage de plusieurs souches bactériennes. Chaque
boite représente une concentration d’un extrait dont chaque triangle contient deux souches

différentes (chaque souche est repiquée dans deux points ).

[ ] [ ]
Souche 1 [}
.
Souche 2 Souche 2 : 'I
A 4 N o
Extrait S12 a4 100% Extrait S12 a 80%.

Figure 07 : Repiquage des souches pour la CMI
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II1.1. Etude morphologique

III.1.1.Caractérisation morphologique des différents cultivars de sorgho

Le sorgho cultivé présente une treés grande diversité de formes décrites par différentes
classification botanique. La classification la plus récente et la plus utilisée est celle de Harlan
et DeWet (1972). Elle est fondée sur des caractéristiques des épillets (grain et glume) et de la
forme des panicules. Cinq races de bases sont distingués a savoir les races bicolor, guinea,
caudatum, durra et kafir ainsi que les 10 combinaisons deux a deux de ces races de base tels
que durra-caudatum(Chantereauer al.,2013). En effet, nous avons adopté cette classification
et nous avons identifié¢ la racede chaque cultivar en se basant sur les critéres résumés dans le

tableau 12.

Tableau 12 :Les caractéristiques morphologiques des différents cultivars

Numéro FORME COULEUR | COULEUR | Endos- Prése-
de FORME DES COUVERTURE | DE LA DES DES perme nce de
cultivars | GRAINS DES GRAINS | PANICULE | RACE GRAINS |GLUMES |farineux |testa
S2 Globulaire 75% ND Guinea Blanc Noire 75% -
terre de
S3 Elliptique 50% ND Kafir Brun sienne 75% -
S4 Dissymétriques 75% ND Guinea Blanc Blanc 75% -
Sé6 ND ND ND ND Blanc ND ND -
S7 ND ND ND ND Chamois | ND ND -
terre de
S8 Elliptique 75% ND Kafir Rouge sienne 50% -
S9 ND ND ND ND Blanc ND ND -
Dorsale ventrale
S10 (aplatie/bombé) ND ND Kafir Rouge ND 75% +
S11 ND ND ND ND Blanc ND ND -
terre de
S12 Elliptique 75% ND Durra rouge sienne 50% +
S13 Globulaire 50% ND Durra Blanc Beige 50% -
S14 Elliptique ND ND Durra Blanc ND 25% -
S15 Elliptique ND ND ND Blanc ND 25% -
S16 Elliptique 75% ND Durra Blanc Blanc 75% -
terre de
S17 Dissymétriques 75% ND Durraguinea |Brun sienne 50% -
S18 Globulaire 50% ND Durra Blanc Blanc 50% -
S19 Dissymétriques 75% ND Durra Blanc Blanc 50% -
S20 Elliptique 100% ND Bicolor Rouge Noire 75% +
S21 Elliptique ND ND Bicolor Rouge ND 75% +
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Durra/
S22 Elliptique 75% 2 caudatum Blanc Blanc 75%
S23 Globulaire 50% ND Durra Blanc Acajou 25%
S25 Pointue a la base 50% 4 Durra Rouge Jaune 50%
Dorso-ventrale
S26 (aplatie/bombé) 50% 3 Durracaudatum | Rouge Jaune 75%
S27 dissymétriques 50% // Kafir Brun Jaune 75%
S28 Pointue a la base 75% 4 Durra Rouge Acajou 50%
S29 Dorsale ventrale 50% 2 Durra Blanc Blanc 75%
S30 Elliptique 50% ND Durra Blanc Blanc 50%
S31 Globulaire 75% 4 Kafir Rouge Jaune 25%
S33 Globulaire 75% 2 Kafir Brun Jaune 75%
S34 Globulaire 75% 1 DurraKafir | Brun Acajou 25%
S35 Elliptique 75% 2 Kafircaudatum | chamois | Noire 50%
grain
Dorso-ventrale | complétement

S36 (aplatie/bombé) recouvert ND Durra bicolor |Blanc Blanc 75%
S37 Elliptique 75% 2 Kafir Brun Noire 100%
S38 Pointue a la base 60% ND Durra Blanc Blanc 75%
S39 Globulaire 75% ND Kafir Blanc ND 100%
S40 Globulaire 75% ND Durra Blanc Beige

S41 Globulaire 50% ND Durracaudatum | Blanc Beige 75%
S42 Dorso-ventrale 75% 4 Kafir Rouge Noire 75%
S43 Pointue a la base 75% 4 Durra Blanc Blanc 75%
S46 Elliptique 75% // Durra Noire Noire 100%

ND : Non Définie (les cultivars provient sous forme des lots des grains emballés dans des secs en

plastiques)

(Forme de la panicule :1. Lache a ramification primaire érigé ; 2. Demi lache a ramification

primaire érigé ; 3. Elliptique compacte ; 4. Ovale compacte).

Les glumes recouvrent les grains de 50 jusqu’a 100%, la couverture compléte des
grains par les glumes est un caractére de la race de bicolor (Harlan et DeWet, 1972).Les
grains de 21 cultivars étaient de couleur blanche, 10 sont de couleur rouge, 6 cultivars sont
coloré en brun alors que un seul cultivar est coloré en noire, ainsi que la couleur chamois

n’apparaitre que sur 2 cultivars.

II1.1.2.Détermination des races
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Harlan et De Wet ont divisé la sous-espece sorghum bicolor en cinq races ou groupes

fondamentales sur la base de la morphologie du grain, de la forme de la glume et de type de la

panicule .

L’histogramme montre que les cinq races sont présentées au moins par deux cultivars
de sorgho dans la race et que la majorité des cultivars appartienne a la race kafir (12) et Durra
(11). Certaines races intermédiaires ou le cultivar rassemble les caractéres morphologiques de

la race Durra et une autre race différente, sont également représentés par un ou deux cultivars.
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Figure 08 : Quantité des races des cultivars de sorgho étudié.

D’apres les résultats obtenus, La race Durra (15) et la race Kafir (11) sont les plus
abondants que les autres races (Figure 08). Certains cultivars présentent une combinaison des
caractéristiques de deux races de base, selon I’identification de celles-ci, ces formes hybrides
rentrent dans des classes additionnelles de la classification de Harlen et De Wet.

Une ¢étude réalisée sur des sorghos cultivés dans les zones Centre-Nord et Nord-Ouest
de la Cote d’ Ivoire dont la majorité des cultivars appartient a la race guineaqui constitue le

centre de diversité des sorghos en Afrique de I’Ouest.: bicolor, guinea, caudatum, kafir et

durra.
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Cependant, la plupart des races intermédiaires enregistrées sont des combinaisons de
la race durra et une autre; Nos résultats concordent avec ceux de Doggett (1988) qui a noté
que le type principalement cultivé au Moyen Orient correspond a la race durra. En plus, Les
¢tudes de Kadiri et Ater (1997) et Djéer al. (1998) ont montré 1’appartenance des types
observés au nord-ouest du Maroc a la race durraet a des hybrides inter races incluant la race
durra.

Par ailleurs, la combinaison durra-cuadatum est la plus importante combinaison
représentée dans notre étude et cela se concordent avec les résultats de la collection mondiale
de sorgho de I’lcrisat qui rapporte sa haute fréquence a coté de la combinaison Kafir-

caudatum(Chantereauet al.,2013).
I11.2. Etude phytochimique
II1.2.1. Rendement des extraits

Le rendement et la couleur des extraits a testé leur activité antimicrobienne sont situé
dans le tableau 13.

Tableau 13 : Rendements et couleurs des extraits a testé.

Numéro de
Couleurs | Rendements(%)
cultivars
orange
12 3,919
claire
orange
20 2,571
foncé
orange
27 2,427
foncé
40 Violacé 2,868

Les extraits des sorghos a tannin sont de couleur orange clair ou foncé or les sorghos
non tannin sont de couleur jaune, rouge ou rose qui vire dans certains cas vers le violet

comme le cas du sorgho S40.

32



Chapitre 111 Résultats et discussion

La couleur de I’extrait ne refléte pas le taux de rendement d’ou on observe que le
rendement le plus €levé (3,92%) a été obtenu avec le sorgho S12 dont I’extrait était de couleur
orange clair. La différence est non significative entre le rendement des trois extraits S20,

S27et S40.

Ces rendements sont faibles par rapport a ceux obtenue par Vasudevaet al.(2004) qui
a obtenuedes rendements plus ¢levés avecun extrait méthanolique allant de4.03 jusqu’a

39.45%.
I11.2.2. Teneur des polyphénols totaux

La courbe montre une linéarit¢ (R = 0,9995) de 1’absorbance en fonction des
concentrations de I’acide gallique (figurel, annex5). Les quantités des polyphénols
correspondantes de chaque extrait ont été rapportées en équivalent milligramme d’acide

gallique et déterminé par 1’équation suivante : y = 0,0037x (figure9).

Les taux des polyphénols totaux dans les extraits des farines de sorgho varient entre

45,62 a 1170,14 mg équivalents d’acide gallique par 100 gramme de farine.

Les taux les plus ¢€levés ont été enregistrés dans les farines des sorghos a tannin a
savoir S20 et S21 suivie par S27, S46, S12 et S10. Ces cultivars ont une testa pigmentée et
qui contient des tanins condensées et qui est controlé par deux génes BI1-B2. (Dykes et

Rooney, 2006)

Parmi les sorghos non tannin, les extraits S17 et S40 ont présenté les taux les plus
¢levés en polyphénols (plus de 300 mg EAG/100g) par contre les autres cultivars ont présenté
des taux inférieurs a 218,35 mg EAG/100g de farine. Le taux le plus faible (45,62 mg
EAG/100g) en polyphénols a été enregistré avec le cultivar S18.

La gamme de concentration en polyphénols dans les grains blancs vari¢ entre 45,62
dans S18 et 301,89mg EAG/100g dans S40.Ces résultats sont différents de ceux obtenus
parAfifyet al.(2012) leur résultats révélés que le taux des polyphénols totaux de trois variétés
qui contienne de 109,21 a 116,70mg EAG/100g de la farine est probablement due aux
nombres de cultivars étudiés et le taux de diversité que nous avons déja observé sur le plan

morphologique.
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Figure 09: Taux en polyphénols totaux des différents cultivars de sorgho

Le sorgho et ’orge ce sont des grains alimentaire importants contient des quantités

significatives des composées phénoliques (Dicko, 2002).

La gamme des concentrations des polyphénols dans nos cultivars sont plus importants
par rapport a ceux obtenus par Vasudeva G ef al., (2004)avec des variétés indiennes
localesde sorgho blanc qui a été variaient entre 10 et 46.1 mg EAG/100 g de farine extraite
avec le méthanol (60%), et plus important aussi a celles signalées par Suganyadevi (2012)et

qui variaient entre 4 et 580 mg EAG/100g de farine (Figure 09).

Les taux élevés en polyphénols sont probablement due aux conditions de stress dans
lesquelles nos sorghos ont été cultivés. L’environnement a un effet important sur la présence
des polyphénols dans le sorgho; il est aussi bien de connaitre 1’environnement le plus adapté

pour la sélection des cultivars qui donnent les meilleurs rendements en composés phénoliques.

Afin de les utiliser dans la production des aliments fonctionnels dans 1’industrie

alimentaire (Lee et al., 2005; Downeyet al., 2000).

Nos résultats ne correspondent pas a ceux trouvé par Afifyet al. (2012) leur résultats
révélés que le taux de polyphénols totaux de trois variétés de sorgho blancrécolté¢ en
Egyptevarié de 109.21 a 116.70mg/100g. et ceux de Glennieet al.,(1983) qui ont rapporté que
la teneur en polyphénols totaux des variétés blanches de sorgho est varié¢ de 80 a mg /100g de

la farine.
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Duoduer al. (2006) a indiqué que les compositions chimiques des extraitsdépendent

du solvant utilisé pour 1’extraction.

Le dosage par ce réactif donne donc une évaluation brute de tous les composés
phénoliques d’un extrait. Il n'est pas spécifique aux polyphénols, mais beaucoup de composés
peuvent réagir avec le réactif, donnant un taux phénolique apparent ¢levé (Tawahaet al.,
2007).D’apres Suganyadevi (2012)les fractions de sorgho blanc avait des taux de phénols

bien inférieur a ceux mesuré dans les sorghosnoirs et rouges.
I11.2.3. Teneur des flavonoides totaux

Les concentrations des flavonoides (Figure 10) sont relativement importants dans
lesextraits S46 suivie de celles des extraits S10, S12, S17, S27 et S40 qui dépassent
légerement les 20 MEQ/100g. Cependant, I’extrait S20 renferme un taux plus éléve en
flavonoides (30,87 MEQ/100g) et I’extrait S21 est encore deux fois plus riche (65.47
MEQ/100g) que ce dernier.
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Figure 10: Les taux en flavonoides dans les différents cultivars de sorgho

Les teneurs en flavonoides de nos cultivars sont bien inférieura ceux obtenus par
Suganyadevi (2012) avec des taux de 20 a 11100 mg EQ/100 g de farine, et aussi par rapport
a ceux obtenue par Afifyet al. (2012) avec les sorghos égyptien, 45.91-54.68 mg EQ/100 g
(valeurs se rapprochant des teneurs maximales obtenues 30.87 et 65.47avec les échantillons

S20 et S21 respectivement). Whatronet al. (2000) ont rapporté que le sorgho rouge possede
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des composés de flavonol qui sont produits a partir de flavonones et peuvent éEtredes

précurseurs d’anthocyanidines dans le sorgho.

L’échantillon S46 contient un taux assez €levé par rapport les autres, il s’agit d’un
sorgho noire, il doit renfermer les anthocyanes. Les anthocyanes constituent la principale

classe des flavonoides dans le sorgho (Suganyadevi ,2012).

Selon Awikaer al (2004a,b) la luteolinidin et I’apigenidin 36-50% des anthocyanes
totaux dans les grains noirs et bruns de Sorghum bicolor (L.) Moench et 19% de luteolinidine

est noté pour les grains rouges.
I11.3. Etude microbiologique
I11.3.1. Profil de résistance aux antibiotiques

Les bactéries de référence et les bactéries pathogénes (Gram+ et Gram-) ont montré

des sensibilités variables vis-a-vis des différents antibiotiques standards testés (Tableau 14).

Tableaul4 : Diametres des zones d’inhibition en mm issus des antibiogrammes des germes

¢tudiés en fonction des différents antibiotiques testés.
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Antibiotiques (DZI en mm)
GE ([P |O |CI |FO |AM |TE [PR |FT [TI |PI | M
N X |P | X C T M N C |R
Staphylococcus aureus | 22 | R | R | 24 7 23
Bacillus subtilis 29 35| 26 | 43 23
Bacillus subtilis 39 32 | 37 30 22
Pseudomonas
Souches | geruginosa 26 | 26
de Escherichia coli 16 18 | 30 10 10
référen | klepsielllapneumoniae | 29 35| 26 R 23
ce Candida albicans 1
7
Aspergillus 4
braziliensens 0
Staphylococcus 18 2 R | R R R R
aureusl 0
Staphylococcus 25 1 R | 12 16| 26 | 12
Souches | qureus2 1
Clinique
que | Staphylococcus 27|72 20| 25 | 20
S aureus3
Staphylococcus 15 1 R | 25 21 | 23 | 20
aureus4 0
staphylococcus 27 | 8 11|21 10] 12 | 11
aureuss
Staphylococcus 15 1 R | 22 9 ’3 9
aureus6 5
Staphylococcus aureus 20 ; R | 26 24 | 25 9
Pseud?monas 20 | 26
aeruginosa
Pseudomonas 15 | 25
fluorescens
Escherichia coli 10 35| 8 15 7
Klebsielllapneumoniae 18 15| s 7 10
Klebsiellla 26 2|19 12 8
pneumoniae2
Morganellasp 31 22 | 19 | 13 20
Bordetellasp 15 30| 12 | 13 10
Flavomonasorizhabita R | 18
ns
Enterobactercancerog 20 25 | 25 | 15 20
enas
Enterobactercloaceae 10 20 | 19 7 10
Salmonella arizonae 20 15 | 10 8 20
Citrobactersp 31 25| 20 | 28 25

H1.3.1.1.8taphylococcus aureus
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Selon le comité francaise de la microbiologie 2014 :

Toutes les souches de S.aureus ont présenté un taux ¢élevé de résistance vis-a-vis des
antibiotiques de la famille des B-lactamines (P, OX, PRM) et de FTN (la famille des

nitrofurannes).

La majorité des souches de staphylococcus aureus (Sal, Sa2, Sa5, Sa6 et SaR) ont

révélés une résistance a la titracycline (TET).

Deux souches d’entre elles (S aureusl, S aureus2) ont résisté aux effets du CIP
(quinolone) et S aureus5 a présenté une résistance intermédiaire; par contre, S aureus 6 a était

la plus sensible (26mm).

Deux souches seulement de staphylocoques ont présentés une résistance pour les
aminosides (GEN) avec des diameétres des zones d’inhibitions de 15 mm et les autres ont

présenté une sensibilité avec des diameétres variables de zones d’inhibition.

La sensibilit¢ des souches de S.aureus sauvage aux [- lactamines varie selon la
molécule, 80% a 95 % des souches produisent une pénicillinase qui inactive la pénicilline G
et I’ampicilline, rendent leurs indications obsolétes dans le cadre d’une infection a
S.aureus(Daurel et Leclerq 2008). Selon Diouara(2006) le taux de la sensibilité des S.aureus
a la Pénicilline était de 86.25%, mais par contre il a rapport¢ un taux faible pour
I’Amoxicilline (43%). Ainsi selon Ramoul (2014), 37.5% des S.aureus isolés d’infection

respiratoire basse sont résistants a 1’Oxacilline.

Par ailleurs, la résistance acquise des staphylocoques pour la Gentamicine est de
phénotype KTG c’est-a-dire résistante crois¢ a la Kanamicine, I’Amikacine et la Sipamicine
d’une part et a la Tobramycine et Dibekacine d’autre part. La résistance aux aminosides est

essentiellement liée a I’acquisition d’enzyme inactivant ces antibiotiques.

Tableau 15 : Les profils de résistance des souches de staphylococcus aureus déduits Selon la

société frangaise de la microbiologie 2014
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B- lactamines Aminosides | tétracyclines | Quinolones | nitrofuranes
P(10) Ox(1) prm | GEN(10) | TET(30) CIP(5) FTN(300)
>29s<29r | >20s<20r >20s<20r | >19s<17r >22s<19r | >15s<15r

Sal | R R R S R R R

Sa2 | R R R S R R R

Sa3 | R R R S S S R

Sa4 | R R R R S S R

Sa5 | R R R S R I R

Sa6 | R R R R R S R

SaM | R R R S S S R

Sa R R R S R S R

6538

En ce qui concerne la Tétracycline, la résistance acquise due a deux mécanismes par
efflux sous I’action d’une protéine membranaire TET ou a une modification de la cible
ribosomale de ces antibiotiques. Dans ce cas il y’a une résistance a tous les Tétracyclines.

(Jehlet al.,2003)
111.3.1.2. Entérobactéries
Escherichia coli

Les 2 souches d’E coli résistent aux antibiotiques de la famille de B-lactamines et des
nitrofuranes (FTN). Une différence est observée entre les deux souches concernant leurs
réponses vis-a-vis de CIP et GEN d’ou E coli ATCC 259202 a montré une résistance totale
vis-a-vis CIP et une résistance intermédiaire pour GEN, par contre E coli isol¢ du milieu
hospitalier a présenté unerésistance totale a la GEN et une sensibilit¢ vis-a-vis CIP

(quinolones)

Klebsielllapneumoniae les trois souches k. pneumoniaeont montré une résistance a
I’AMC et une sensibilité¢ a la GEN (aminoside). Une souche ont présenté une sensibilité et

deux ont présenté une résistance totale ou intermédiaire vis-a-vis le CIP.

Salmonella arizonae cette bactérie montre une résistance pour tous les antibiotiques

testés, par contre elle est sensible a la GEN.
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Enterobacter : les deux souches d’enterobacter ont présenté une résistance totale vis-
a-vis ’AMC et FTN, Enterobactercloaceae résiste encore a deux autre antibiotiques (CIP,
GEN) par contre elle est sensible vis-a-vis le FOX, la  souche
Enterobacterecancerogenasmontre une résistance intermédiaire 8 FOX et une sensiblité totale

vis-a-vis CIP et GEN.

Bordetellasp : une résistance totale pour tous les antibiotiques testés (AMC, FOX,

GEN, FTN), a I’exception a I’antibiotique CIP.

Morganellasp a marqué une résistance totale a AMC, et intermédiaire vis-a-vis le

FOX et le CIP, en revanche une sensibilité totale a GEN et a FTN.

Citrobacterspcette souche montre une résistance totale a quatre antibiotiques testés
(AMC, CIP, GEN, FTN), et une résistance intermédiaire vis-a-vis FOX de la famille des B-

lactamines.

La majorité des entérobactéries ont ét¢ sensible a la gentamicine. Les entérobactéries
a Dexception, de Providenciastuartii, sont naturellement sensibles aux aminosides, la

résistance acquise est peu fréquente (Edelstein, 2003).

I1 est important de mettre en évidence la synergie entre I’ampicilline et I’ Amoxicilline
en association avec un inhibiteur de B-lactamines tel que ’acide clavulanique d’une part et un
antibiotique indicateur (Céphalosporine de troisieme génération) d’autre part, dans la

détection de la production de B-lactamase chez les entérobactéries(Casfem, 2006).

Enterobactercloaceae(Ea), Klebsielllapneumoniae(Kpl) et Salmonella arizonae
(Sz)ont éteé résistant a AMC et CIP. La résistance de Klebsiella au B-lactame est important, le

genre Klebsiellasp est I’hote le plus fréquent de BLSE (Edelstein, 2003).

La production de B-lactamase consiste le plus important mécanisme de résistance au [3-
lactamines chez les entérobactéries (Medeiros, 1984 ; Bonnet, 2004). A cet effet les B-
lactamase a spectre élargi constituent un vrai probléme de santé publique, elles sont a
I’origine d’échec thérapeutique aussi bien dans les infections communautaires que
hospitaliéres, isolés ou épidémiques. Cette situation est attribuable aux caracteres
transférables qui porte le géne BLSE, qui se trouve sur les plasmides et assez souvent sur des

¢léments génétiques mobiles tels que les séquences d’insertion et des intégrons (Villa, 2000).
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A cela s’ajoute la précision de sélectiondirecte ou indirecte exercé par les antibiotiques

utilisés, de fagon massive, insuffisante ou inopportune (Arlet et Philippon, 1997).

Tableau 16 : Les profils de résistance des souches des entérobactéries et de bacillussubtilis

¢tudiées déduire Selon la société frangaise de la microbiologie 2014

Antibiotiques B-lactamines Quinolones | Aminosides | nitrofuranes

Bactéries AMC@30) | Fox(30) Cip(5) Gen(10) FTN(30)
>21s<14r | 222s<1S5r | 2>25s<22r | =18s<l6r | =>17s<14r

Ec R R S R R

Ec 25922 R R R I R

Kpl R R R S R

Kp2 R | I S R

Kp4352 R S S S S

Eg R I S S R

Ea R S R R R

Bt R R S R R

Cs R I R R R

Sz R R R S R

Ms R | | S S

Bs 10876 S S S S S

Bs 6333 S S S S S

I11.3.1.3. Bacillus subtilisles deux souches ont présenté une sensibilit¢ a tous les

antibiotiques testés.
11.3.1.4.Pseudomonassp

Une résistance totale par les trois bactéries Pseudomonas et une résistance
intermédiaire par F orizhabitans ont été enregistré vis-a-vis le pipéracilline. Les deux souches
de P fluorescens et F orizhabitansmontre une résistance totale a la ticarcilline, une
résistance intermédiaire a été présenté par P aeroginosa vis-a-vis le méme antibiotique, par

contre une sensibilité totale a été marqué par P aeroginosa (27853) a cette antibiotique.
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Le Pseudomonas est naturellement résistant a de nombreux antibiotiques. Il possede
¢galement la capacité d’acquérir trés rapidement d’autres résistances soit par mécanisme
enzymatique (protéase) soit non enzymatique (imperméabilité). Parmi ces modes de résistance

la résistance adaptative tient une place essentielle (Chaibdraaet al., 2008).

Tableau 17 : Le profil de résistance des souches de pseudomonadaceae étudiées déduire

Selon la société francaise de la microbiologie 2014

Antibiotique | Tic (75) Pip (100)
Souche >22s<18r >20s<17r
Pa I R
Pa 27853 S R
Pf R R
Fo R |

I11.3.1.5. Champignons

Les deux champignons dont Aspergillsbraziliensens et la levure Candida albicans sont

sensibles a Lamidaz.
II1.3.2. Activité antimicrobienne des extraits phénoliques

L’activité antimicrobienne des différentes variétés de Sorghum bicolor a était évalué par la
méthode de diffusion sur milieu gélosé¢, les CMI ont été définie pour ces extraits ayant une
activité. Une variation d’activité en fonction de 1’extrait de I’espéce microbienne a été

observée.
I1.3.2.1. Méthode de diffusion sur milieu gélosé

Les effets inhibiteurs de la croissance des germes exercés par les quatre extraits sur la
majorit¢é des germes de référence et sur quelques bactéries pathogeénes ont été

enregistrés.Aucun effet sur Aspergillus braziliensens (Tableau 18).
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Tableau 18 : Résultats de 1’activité antimicrobienne des extraits S12, S20, S27 et S40 sur les

souches test exprimée en diametre de la zone d’inhibition en mm.

Extraits

S12 | S20 | S27 | S40

Staphylococcus aureus ATCC

12 11 13 -
6538
Bacillus subtilisATCC10876 - 15 15 -
Bacillus subtilisATCC6333 28 15 13 22
Pseudomonas
11 12 11 13
aeruginosaATCC27853
Souche de
Escherichia coli ATCC25922 11 11 11 11
référence
Klebsielllapneumoniae 4352 11 10 12 -

Candida albicansATCC24433 11 12 13 -

AspergillusbraziliensensATCC1

6404
Staphylococcus aureus1 11 18 11 38
Staphylococcus aureus?2 - - - 12

Staphylococcus aureus3 - - - -

Staphylococcus aureus4 - - - -

Staphylococcus aureus5 - - 12 -
Staphylococcus aureus6 18 11 13 -
Staphylococcus aureus 15 20 16 14

Pseudomonas aeruginosa - - - -

Pseudomonas fluorescens - - - -

Escherichia coli - - - -

Souche
- Klebsielllapneumoniae - - - -
cliniques
Klebsiellla pneumoniae?2 - - - -
Morganellasp - - - -
Bordetellasp - - - -

Flavimonasorizhabitans - - - -

Enterobacterecancerogenas - - - -

Enterobactercloaceae - - - -

Salmonella arizonae - - - -
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I11.3.2.1.1. Extrait S12

Présente une activité sur Candida albicans et sur 9 souches bactérienne dont 5
bactéries sont de Gram positif et quatre sont de gram négatif, 1’effet le plus remarquable de
cet extrait est observé sur les bactéries a gram positiftnotammentStaphylococcus aureus (Sab6),
staphylococcus aureus résistante a la méticillineet Bacillus SubtilistATCC 6333) avec un

diametre de 18, 15 et 28mm respectivement.

Une zone d’inhibition de 11mm de diamétre a été relevépour les bactéries suivantes :

P.aeruginosa, E.coli, K.pneumoniae et S.aureus ainsi quepourCandida albicans.
I11.3.2.1.2. Extrait S20

L’extrait S20 montre une activit¢ contre 9 souches bactériennes et aussi
contreCandida albicans avec des diamétres des zones d’inhibition de 12mm, 1’activité de cet
extrait est plus élevée contre les bactéries Gram positif, B subtillis (ATCC 10876 et ATCC
6333), S aureus (1), S aureus résistance a la méticilline, avec des diamétres de 15, 18, 20 mm
respectivement, une activité modéré de ’extrait avec des diameétres entre 10 et 12 mm a été

observé contre les bactéries a Gram négatif (P.aeruginosa, E.coli, K. pneumoniae).
111.3.2.1.3. Extrait S27

L’extrait S27 a manifesté une activité antimicrobienne contre 11 souches dont une
levure Candida albicans, une activité remarquable a été observée contre les staphylocoques. S
aureusATCC 6538, Sal, Sa 5, Sa 6 et méme Sa résistante a la méticilline qu’ont donné des
zones d’inhibition de 13, 11, 12, 13 et 16 mm de diamétre, respectivement. Des diamétres de
15 et 13 mm ont été observé contre les deux souches B subtillisATCC 6333,B subtilisATCC

10876 respectivement.

L’extrait s’est révélé moins actif contre les Gram négatif avec des diametres des zones
d’inhibition de 11mm pour P. aeruginosa et E. coli et de 12 mm pour K.pneumoniae ATCC

4352.
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I11.3.2.1.4. Extrait S40

L’extrait S40 a montré une activité contre 6 souches bactériennes dont 3 souches de
staphylocoqueset 2 bactéries a Gram négatif a savoirP.aeruginosa, E.coli avec des diamétres
des zones d’inhibition allant de 11 a 38 mm.Lemeilleur effet a été observé sur S.aureus (Sal)
et B.subtilis ATCC 6333 avec des diameétres de zones d’inhibition de 38 et 22 mm

respectivement. Aucun effet n’a été observé sur les champignons.
I11.3.3.La concentration minimale inhibitrice des extraits

Les CMI ont été réalisé pour 3 extraits S12, S20 et S27, les CMI de I’extrait S40 n’ont
pas ¢ét¢ déterminé faute de quantité insuffisante d’extrait.Les dilutions des extraits sont
ajoutées a la gélose Muller-Hinton (EUCAST., 2003)et la gélose témoin a été additionnée de
méthanol. Les résultats exprimés par présence ou absence de croissance bactérienne sont

relevées dans le tableau 19.
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Tableau 19 :Résultats de la CMIexprimés par présence ou absence de croissance des souches

testées en fonction des dilutions des extraits.

Extrait S12 S20 S27

100 | 80% | 100% | 80% | 50% | 20% | 100% | 80% | 50%
Bactérie %

Staphylococcus + - - - + +
aureus6538

Staphylococcus aureus 1 - +

1

[

[
+

[

[
+

Staphylococcus aureus 2 +

Staphylococcus aureus3

1
+

Staphylococcus aureus 4

+ |+ |+ |+

Staphylococcus aureus 5

Staphylococcus aureus 6

1
+

+ |+
e o o T I

Staphylococcus aureus M| - +

Bacillus subtilis 10876 +

1
+ |+
+

Bacillus subtilis 6333 - +

1
1
+

Pseudomonas aeruginosa | +
27853

1
+
+

Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas fluorescens

Flavimonasorizhabitans

+ |+ |+ |+
+ |+ |+ |+
+ |+ |+ |+

Escherichia coli
25922

Escherichia coli

+

Klebsielllapneumoniae C

Klebsielllapneumoniael

Klebsielllapneumoniae 2

Enterobactercancerogenas

Enterobactercloaceae

+ |+ |+ |+ [+ |+ |+
+ |+ |+ [+ [+ |+ |+

Bordetellasp

+ 4|+ |+

Morganellasp + +

+ : présence de croissance bactérienne - : Absence de croissance bactérienne

I11.3.3.1 L’extrait S12

A partir de I’extrait nous avons réalisés deux dilutions, a 100% I’extrait S12 inhibe la
croissance de 5 souches bactériennes a Gram positif dont quatre souches des staphylocoques
(S aureus 1, S aureus 5, S aureus 6 et S aureus résistante a la méticilline) et Bacillus subtilis

(TCC6333), I’apparition de ces souches a 80 % nous permet de déterminé leur CMI=2mg/ml.
I11.3.3.2.L’extrait S20

Cet extrait a été actif sur 6 souches bactériennes, 1’apparition de la croissance des 2 souches

de Bacillus subtilis et des 2 bactéries gram négatif (P aeruginosa 27853, K pneumoniae) a
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80% signifie que leurs CMI=2mg/ml . Pour les 2 souches staphylocoques (S aureus 6538, S
aureus 1) sont inhibé jusqu’a 50% donc la CMI=1mg/ml.

1I1.3.3.3.Lextrait S27

L’activité inhibitrice de I’extrait a été observé sur quatre souches a gram négatif trois souches
de staphylocoque et une souche de Bacillus subtilis, I’effet le plus important a été observé
contreS aureus (Sal) a 50% donc la CMI=1.6mg/ml, pour S aureus (5), S aureus (6) et
B.subtilis (ATCC 6333) I’apparition de leurs croissance a 80% signifie que leurs
CMI=2mg/ml.

L’extrait S20 est avéré le plus actif sur 10 souches avec des diamétres des zones
d’inhibition varient entre 12 et 20mm et CMI=Img/ml, suivie de I’extrait S27 qui a montré
une activité antimicrobienne contre 11 souches avec un diametre allant de 11 a 16 mm et une
CMI=1.6mg/ml. L’extrait S12 vient en 3™ position avec une activité contre 9 souchesavec
des diametres variant entre 11 et 28mm et une CMI 2mg/ml. Moins des souches sensibles a
I’extrait S40 (6bactéries) avec des diamétres de 11 a 38 mm, ce qui classe cet extrait en

derniére position par rapport aux autres.

Nos résultats se rapprochent de ceux de (Kil ez al., 2009) qui ont rapporté une activité
antimicrobienne et une efficacité d’inhibition de l'extrait méthanolique de S.bicolor testé sur
plusieurs souches, notamment : E. coli, et S. aureus, B subtilis.,C. Albicans, S. typhimuriumet
K .peneumonae.

La classification c’est dessus est en corrélation avec la classification de ces extraits en
fonction de leur contenance en polyphénols et en flavonoides. De ce fait 1’efficacité de nos
extrais est probablement due a la présence des composés bioactifs tels que les polyphénols et
les flavonoides et les anthocyanes (Seitz, 2004 et Wu et al.,2005).

Tous les extrais ont wune activit¢ contreE. coli ATCC 25922 et
P.aerogenosaATCC27853 avec des diamétres allant de 11 a 13mm. Plusieurs travaux ont
démontré 1’efficacité¢ de 1’extrait méthanolique de sorgho contre des ouches de S aureus, E
coli, et C albicans(Soetanet al.,2006: Kil et al., 2009).

Tous les extraits ont une activité au minimum deux souches de Staphylococcus aureus. Et
tous ont eu une activitécontre S.aureusrésistante a la méticilline avec des diamétres importants

(14 a 20mm). Nos résultats sont similaires aux ceux de Gordana et al., (2007) concernant le
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haut niveau d’activité antimicrobienne exercé par I’extraits méthanolique de sorgho par

rapport aux souches de S.aureus.

Tous les extraits a 1’exception de I’extrait S40 ont une activité contre Candida

albicans. Une étude est réalisée sur 1’activité antimicrobienne de Zeamays(L.)parSuketet al.
(2014) a montré Defficacité de D’extrait méthanolique de cette plante sur la levure C
albicanscette efficacité est due a la richesse de cet extrait en anthocyanes.
La zone d’inhibition la plus importante (38 mm) a été¢ obtenue avec ’extrait S40 conte I'une
des souches de Staphylococcus sp isolée du milieu hospitalier (SA1). La couleur violacé de
I’extrait S40 (tableau 07) qui tourne en rouge n milieu acide (en en ajoutant de I’HCI ;données
non démontrées dans ce manuscrit) suppose la présence des anthocyanes dans 1’extrait, plus
précisément les 3-deoxyanthocyanines caractéristiques de la plante de Sorgho. Les3-
deoxyanthocyanines les plus communs sont : I’apigeninidin (jaune) et la luteolinidin(orange)
(Nip and Burns, 1971; Gous 1989; Awika et al 2004a, b; Wu and Prior 2005).

Il a ét¢ remarqué que ces composants sont apparu lors de I’invasion par des
champignons (Lo et al 1999; Waniska and Rooney 2000; Seitz 2004), sauf que nos extraits
y compris S40 n’ont présenté aucune activité contre la soule moisissure testée a savoir
Aspergillus braziliensens ATCC16404.

L’activité antimicrobienne des sorghos pigmentés S12, S20 et S27 peut étre due a la
présence des tannins. Le sorgho rouge contient de nombreux flavonoides et leur composition

varie selon le génotype. (Dykesa, L. 2009).

D’autres composés phytochimique de sorgho comme les saponines purifiées
présentaient une activité antimicrobienne contre S.aureus(Kil et al, 2009). Lesacides
phénoliques sont censés contribuer a la défense des plantes contre les parasites et les agents

pathogénes. (Awika JM et al., 2004).

L’effet antimicrobien de ces phénols peut étre expliqué par I’inhibition de la
croissance bactérienne suite a leur adsorption sur les membranes cellulaires, I’interaction avec
les enzymes et les effecteurs ou la privation en substrats et aussi des ions métalliques

(Dhaouadiet al., 2010).

Cowan (1999) a déja rapporté que les différentes classes de polyphénols
essentiellement les tanins et les flavonoides peuvent augmenter la toxicité des extraits

envers les microorganismes. Cette toxicité¢ est fonction du site et du nombre de groupements
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hydroxyles présents sur le composé phénolique. En outre, il est ¢évident que

I’augmentation de I’hydroxylation conduit a une augmentation de la toxicité.

L’efficacit¢ optimale d’un extrait peut ne pas étre due a un constituant actif
majoritaire, mais plutdt a 1’action combinée (synergie) de différents composés (Essawi et

Srour, 2000).
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Conclusion

Il est connu depuis les époques antiques que quelques plantes et épices ont une
activitéantimicrobienne. Il y a eu un intérét considérable de les utiliser pour ¢liminer les
micro-organismesqui altérent des aliments, qui causent des toxi-infections et des maladies

nosocomiales et de plus qui ont développé une certaine résistance aux antibiotiques.

Dans le présent travail, nous avons tenté¢ de contribuer a la valorisation de la graine de
sorghumbicolor .(L) Moenchen Algérie en explorant ses activités antimicrobiennecontre des
souches microbiennes pathogene et de références (ATCC).

L’¢étude morphologique a montré la diversité des races de Sorghum bicolor.(L.)Moenche
en Ain Salah d’ou les cinq races sont présents avec des proportions différentes cependant la
race Durra est la plus dominante (15 cultivas) suivi par la race Kafir (11 cultivas) tandis que la
race intermédiaire durra-caudatum est la plusreprésenté que toutes les races intermédiaires (3

cultivas).

La majorité de nos cultivas ont une couleur blanche (19 cultivas),suivi par les sorghos

rouges (10 cultivas).

La détermination des rendements en extraits méthanoliques bruts a montré une rentabilité
importante concernant 1’extraitS12 avec 3,919 % ; D’extrait S40 a aussi un rendement
important 2,868% alors qu’elle devient plus faible en passant aux autres extrais I’extrait S20
(2,571%) et I’extrait 27qui a le plus faible rendement (2,427%).

Les résultats montrent que tous les extraits sont riches en composés phénoliques.

Par ailleurs, le dosage des polyphénols a révélé que les extrais S20 et S27 sont les plus

riches en polyphénols totaux 940,94mg/ml et 589,59mg /ml respectivement et en flavonoides
ainsi 30,87 mg/ml et 23,22mg/ml respectivement.
Les résultats de ’activité antimicrobienne ont révélé que les extrais S20 et S27 sont les plus
actives sur les souches testés notamment Staphylococcus
aureus,Bacillussubtilis,, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli,Klebsielllapneumoniae,
Candida albicansde référence et les souches pathogénes a gram positif , Staphulococcus
aureus 1, Staphylococcus aureus6, Staphylococcus aureus M, Bacillussubtillus.

En outre, ladétermination de la concentration minimale inhibitrice confirme I’efficacité de
nos extraits contre les staphylocoques notamment des deux extraits S20 et S27. Le S20peut
inhiber la croissance bactérienne a une concentration de 1mg/ml alors que 1’extrait 27 est actif
a partir de 1,6 mg/ml.

Par contre, Abrazilliensesa révélées multérésistant a 1’ensemble des extrais.



Conclusion

Cette activit¢ a due Probablement a la richesse de ces extrais en polyphenols et en
flavonoides, en générale 1’inhibition augmente lorsque la concentration des extraits augmente.
De cet effet, et comme perspectives on propose de :

1. Déterminer les composants essentielles de nos extrais par HPLC.
2. Dosagedes autres composés phénoliques de Sorghum bicolor.(L) Moench :les stilbéns
et les tannins.

3. Tester plus de concentrations pour déterminer une CMI plus précise.
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