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La pulpe de caroube « Ceratonia. Siliquay est utilisée dans différents secteurs
notamment en industrie agroalimentaire, cosmétiques et pharmaceutique.

Notre travail a pour objectif de déterminer 1’activité antibactérienne des extraits
aqueux, extrait phénolique et des huiles essentiels de la farine de la pulpe de caroube.

Les résultats d’extraction par Clevenger ont montré 1’absence totale des huiles
essentielles dans les caroubes murs.

L’¢étude du pouvoir antibactérien vis-a-vis des extraits aqueux des gousses de
caroube murs a montré que nos extraits n’ont aucunes activités inhibitrices vis-a-vis
des 3 souches de références : Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus
ATCC 29213 et Listeria monocytogenes ATCC 13922.

En revanche les résultats ont révélé une activité antibactérienne importante des
extraits phénolique aves une zone d’inhibition allant de 5 a 22 mm pour Escherichia
Coli, de Staphylococcus aureus 10 a 18 mm et pour Listeria monocytogenes de 8 a
22 mm et les résultats de la concentration minimale inhibitrice des extraits
phénoliques ont révélé des CMI remarquables pour les souches Escherichia Coli
ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 29213 et Listeria monocytogenes
ATCC 13922 allant respectivement de 1,59 1,55 et 3,12% .

Cette étude contribue a la connaissance de I’activité antimicrobienne de la pulpe
de caroube in vitro et pourrait trouver une voie forte intéressante dans le traitement
des gastroentérites au sein de nos élevages.

Mots clés : Caroube, Polyphénols, pouvoir antibactérien, souche, Clevenger .



1& »t’hm

The carob pulp "Ceratonia. Siliqua "is used in various sectors, particularly in the
food industry, cosmetics and pharmaceuticals.

Our work aims to determine the antibacterial activity of aqueous extracts, phenolic
extract and essential oils of carob pulp flour.

The extraction results by Clevenger showed the total absence of essential oils in the
carob walls.

The study of the antibacterial power with respect to the aqueous extracts of the
carob pods walls showed that our extracts have no inhibitory activities with respect
to the 3 reference strains: Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus
ATCC 29213 and Listeria monocytogen ATCC 13922.

On the other hand, the results revealed a significant antibacterial activity of the
phenolic extracts with an inhibition zone ranging from 5 to 22 mm for Escherichia
Coli, from Staphylococcus aureus 10 to 18 mm and for Listeria monocytogenes from
8 to 22 mm and the results of the Minimum inhibitory concentration of phenolic
extracts revealed remarkable MICs for Escherichia coli, Staphylococcus aureus and
Listeria monocytogenes strains ranging from 1.59 to 1.55 and 3.12%.

This study contributes to the knowledge of the antimicrobial activity of carob pulp
in vitro and could find an interesting strong pathway in the treatment of
gastroenteritis in our farms.

Key words: Carob, polyphenols, antibacterial power
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Abstract

The carobpulp "Ceratonia. Siliqua "isused in varioussectorsincludingfoodprocessing, cosmetics and
pharmaceuticals.

Our workaimed to determine the antimicrobial and dosingflourpolyphenols of carobpulp by TLC
activity.

The resultsrevealed a important antimicrobialactivitywith a zone of inhibition rangingfrom 5 mm
t0o22 mm for Escherichia coli, 10 mm for 18 mm for staphylococcus aureus , and 8 mm to 22 mmfor

listeria .

The results of the minimum inhibitory concentration showedremarkable MIC for Escherichia coli,
Staphylococcus aureus andListeriaforphenolicextractsfrom 3.12 and 1.59%.

The dosage of secondarymetabolites by TLC allowed us to identify six compounds that are quercetin,
tannicacid, gallicacid, resorcinol, catechin and phloroglucénol.

This studycontributes to the understanding of the antimicrobialactivity of the carobpulp in vitro and
couldfind an interestingstrongvoice in the treatment of gastroenteritis in ourfarms.

Key words : Bioactive substance, polyphenol, prebiotic, antimicrobial power, carob



LISTE DES ABREVEATIONS :

BHI Agar : BD Brain Heart Infusion (gélose pour infusion cceur-cervelle)

CMI : Concentration minimale inhibitrice

DI : diamétres d’inhibition

DSA : Directions des Services Agricoles
E.coli : Escherichia coli

EM : Energie métabolique

h : Heure

LDL : Low Density Lipoproteins
MHS : Milieu Hecktoen sélectif

MJ : mégajoule

mn : Minute

Qx : quintaux

Qx/ha : quintaux par hectare
s : Seconde

S.aureus: Staphylococcus aureus
T® : température

UFC : Colony Forming Unit ( Unité Formant Colonie )
pl: micron litre

pm: micron métre

% : pourcentage

°C : degré Celsius



Introduction générale

Introduction

L’utilisation des plantes pour se soigner date de la préhistoire et tous les peuples sur tous
les continents ont cette vieille tradition. Malgré les efforts des chimistes, synthese de
nouvelles molécules, plus de 25 % des médicaments prescrits dans les pays développés
dérivent directement ou indirectement des plantes (Newman et al, 2000).

Cependant, en tant que sources de médicaments, les plantes restent encore sous exploitées
surtout dans le domaine de la microbiologie médicale (Kirbyet al, 1996). I est certain que la
plupart des antibiotiques prescrits dérivent des microorganismes et que, un a trois
antibiotiques sont mis sur le marché chaque année (Clark, 1996), mais il est aussi évident que
les agents antimicrobiens d’origine végétale ont leur place dans I’arsenal de médicaments
prescrits par les cliniciens (Cowan, 1999). Chaque antibiotique a une durée de vie effective
limitée au bout de laquelle les microorganismes développent des résistances.

Récemment, la résistance considérablement croissante des micro-organismes vers ces
antibiotiques et leurs interactions avec la chaine alimentaire conduit a la nécessité de
développer les agents antimicrobiens naturels supplémentaires comme priorité de santé
publique (Chopra, 2007).

Nombreuses plantes médicinales prescrites dans la médecine traditionnelle se sont avérées
efficaces pour leurs propriétés antimicrobiennes contre plusieurs agents pathogenes et méme
contre les plus résistants, ce sont donc une alternative prometteuse comme agents
antimicrobiens naturels (Abdallah, 2011).

Parmi les plantes qui ont une activité antimicrobienne se distingue le caroubier connu sous
le nom scientifique Ceratonia siliqua. C’est un arbre indigéne de la région méditerranéenne
qui appartient a la sous-famille Caesalpinaceae et a la famille Leguminoseae (syn. Fabaceae)
(Yousif et Alghzawi, 2000).

Le but de cette étude est de déterminer I’activité antibactérienne des extraits aqueux, de
I’huile essentielle et des composés phénoliques de la pulpe de la farine de caroube vis-a-vis
aaux trois souches bactériennes de références :

Escherichia Coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 29213, Listeria
monocytogenes ATCC 13922.

Notre travail s’articule autour de trois parties :
e Lapremicre partie :

Consiste en une synthese bibliographique qui a pour objet :
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» La présentation de la plante étudiée, ses propriétés et utilisations
» La présentation des polyphénols, leur classification et leurs propriétés Biologiques

e Pour la partie expérimental comporte :
» Activité antibactérienne des extraits aqueux de la farine de la pulpe de caroube.
» Extraction des huiles essentielles.
» Evaluation cinétique de la croissance bactérienne.
» Extractions sélectives des phénols totaux.

» Activité antibactérienne des composés phénoliques de la caroube.

e La troisiéme partie :

Dans cette partie, nous discuterons les résultats obtenus lors de cette étude  une conclusion
résumera le parcours expérimental.

I1 est prescrit dans la médecine folklorique turque comme anti-diarrhéique et diurétique
(Kivak et Mert, 2002).

Les gousses du fruit de caroube ont été longtemps utilisées comme alimentation pour le
bétail et en nutrition humaine, y compris des bonbons, biscuits et boissons traitées,
en raison de leur contenu ¢élevé en sucres et leur prix relativement bas (Khair et al, 2001).
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I. Présentation de la plante étudiée :

I.1. Taxonomie :

Scientifiquement, le caroubier est appelé Ceratonia siliqua. Ce nom dérive du grec keras et
du latin siliqua, faisant allusion a la forme de son fruit qui ressemble a la ‘corne’ de bouc
(Bolonos, 1955). Par ailleurs, le nom dialectal kharouv, originaire d’hébreu, a donné lieu a
plusieurs dérivés tels Kharroub en arabe, algarrobo en espagnol, carroubo en italien, caroubier
en francais, etc... En outre, les graines de caroube, vu leur uniformité, sont appelées ‘carats’
et ont servi pendant longtemps aux joailliers comme unité de poids pour peser les diamants,

les perles et d’autres pierres précieuses (1 carat = 205,3mg) (Rejeb, 1995).

Certains auteurs ont désigné Ceratonia comme €tant I’'un des genres les plus archaiques des
légumineuses (Tucker, 1992) et qui serait complétement isolé des autres genres de sa famille

(Zohary, 1973).

Tableau 01 : Classification de caroubier (Quezel et Santa., 1962).

Régne Plantae
Embranchement Tracheobionta
Sous-embranchement Angiospermes
Classe Magnoliopsida
Sous classe Rosidae

Ordre Fabalae

Famille Fabaceae

Sous famille Caesalpinioideae
Genre Ceratonia

Espéce Ceratonia siliqualL

1.2. Biologie et reproduction :

Le caroubier est une espece dioique, parfois hermaphrodite et rarement monoique
(Linskens and Scholten, 1980; Batlle et Tous, 1988) ; c’est 'unique arbre méditerranéen
dont la saison de floraison est en été - automne. Cependant, le temps et la durée de la période

de floraison dépendent des conditions climatiques locales (Batlle et Tous, 1997).

Hillcoat et al (1980) ont mentionné que Ceratonia oreothauma fleurit en mars et avril dans

son lieu d’origine.
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La pollinisation chez le caroubier est assurée en grande partie par les insectes (Retana et

al. 1990; Rejeb et al. 1991; Ortiz et al. 1996).

En effet, Retana et al (1990) ont pu observer que l'intervention du vent dans la
pollinisation était pratiquement nulle. Néanmoins, I’action du vent dans le transport du pollen
depuis les fleurs males jusqu’aux fleurs femelles n’est pas exclue (Thomson, 1971; Tous,

1984; Batlle et Tous, 1997)

Les fleurs sécrétent des substances nectariféres dont la quantité et la contenance en sucre

sont ¢levées dans la fleur femelle par rapport a son homologue male (Ortiz et al. 1996).

La fructification, chez le caroubier, se situe entre juillet et décembre de I’année qui suit la

floraison, selon les régions et les cultivars (Aafi. 1996).
I.3. Origine et répartition géographique :
Le lieu d’origine du caroubier demeure aberrant. Toutefois, De Candolle(1983) et Vavilov

(1951) ont rapporté qu’il serait native de la région Est méditerranéenne (Turquie et Syrie).

Par contre, Schweinfurth(1894) a insinué¢ qu’il est originaire des pays montagneux du Sud

d’Arabie (Yémen).

Selon Hillcoat et al. (1980) le caroubier s’étend dans la nature, en Turquie, Chypre, Syrie,
Liban, Palestine, le Sud de la Jordanie, Egypte, Arabie, Tunisie, Lybie et Algérie (Tableau

02) avant d’atteindre la méditerranée occidentale.
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Figure 01 : Centre d’origine et distribution du caroubier dans le monde (Batlle et al, 1997)

Melgarejo et Salazar (2003) consideérent sans aucun doute que la Méditerranée est le
centre de diversité du caroubier et que méme si cette zone n’est pas le centre d’origine, le plus
important aux yeux d’un améliorateur reste bel et bien que c’est dans le bassin méditerranéen
qu’existe une plus grande diversité de 1’espece et pour autant ¢’est I’aire dans laquelle il est
fort possible de trouver de nouveaux matériels génétiques avec une plus grande probabilité de

réussite (Tableau 02).
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Tableau 02 : Superficies occupées par le caroubier et production mondiale (Batlle et al,

synthese Bibliographique

1997).
pays Superficie Production de Production
(ha) gousses de graines

t % t %

Espagne 82000 135000 43.5 12000 37.5

Italie 30000 45000 14.5 4000 12.5

Portugal 21000 30000 9.7 3600 11.3

Maroc 25000 26000 8.5 4800 15

Greéce 15000 20000 6.5 1800 5.6

Chypre 12000 17000 55 1700 53

Turquie ~10000 15000 4.8 1800 5.6

Algérie =~5000 7000 2.3 800 2.5

Autres ~10000 15000 4.8 1500 4.7

Total 210000 310000 100 32000 100

I.4. Composition chimique :

La pulpe et les graines sont les deux principaux constituants de la gousse du caroubier et
représentent respectivement 90% et 10% de son poids total. Selon plusieurs auteurs, la
composition chimique de la pulpe dépend en général, du cultivar, de I’origine et parfois de la
période de récolte (Orphanos et Papaconstantinou, 1969; Vardar et al., 1972; Calixto et
Caiiellas, 1982; Albanell et al., 1991).

Selon les travaux d’Avallone et al., (1997) ; Bengoechea et al., (2008), la gousse de
caroube est riche en hydrates de carbone et en fibres, elle contient une faible quantité de
protéines et des teneurs négligeables en lipides , quant a la teneur de la caroube en minéraux

elle est appréciable.

La composition chimique de la graine a été¢ évaluée par Bouzouita et al., (2007), qui a
démontré que la graine était pauvre en minéraux en fibres et en protéines, par contre elle

contient une quantité appréciable de lipides.
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Tableau 03 : Surface cultivée, production et rendement de la caroube en Algérie, année
2009, Tableau établi par [’auteur a partir des données fournies par (la DSA de
Tlemcen,2009)

Wilaya* Surface cultivée (ha) Production Rendement
(Qx) (Qx/ha)
Bejaia 645 18417 28,6
Tipaza 105 5600 53,3
Blida 100 8050 80,5
Boumerdes 32 1080 40
Bouira 22 144 6.9
Mila 10 80 8.0
Tlemcen 5 100 20
B.B. Arreridj 4 20 5.0
Ain-Defla 2 300 150
Mascara 1 30 30.0
Tizi-Ouzou 1 20 20.0
Total 927 33841 36,5

I a été disséminé par les grecs en Grece et en Italie, par les arabes le long de la cote Nord
de I’Afrique et au Sud et a I’Est de I’Espagne, ce qui par la suite a permis sa distribution dans
le Sud du Portugal et dans le Sud-est de la France. Il fut aussi introduit avec succes par les
espagnols et les anglais dans autres pays a climat entre autres méditerranéen notamment, au
Etats-Unis (Arizona, Sud de la Californie), au Mexique, en Australie et en Afrique du Sud

(Estrada et al, 2006).
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L.5. propriétés et utilisation du caroubier :
L.5.1. Propriétés :

La pulpe est tres utilisée soit comme aliment diététique, soit comme remplacant du chocolat
ou encore en alimentation animale. Elle est trés riche en sucre (48-56%), en particulier,
sucrose, glucose, fructose et maltose (Tableau 04), mais pauvre en protéines (2-6%) et en
lipides (0.4-0.6%) dont les acides saturés et insaturés sont en proportions é¢gales(Leroy. 1929

et Puhan et Wieling. 1996).

A partir d’extrait de gousses, cinq acides aminés, alanine, glycine, leucine, proline et valine,
ont été isolés par (Vardar et al., 1972) et deux autres composés, tyrosine et phénylamine, ont
¢t¢ rapporté par (Charalambous et paconstantinou. 1966).En plus, la pulpe présente
¢galement une teneur tres élevée en fibres (27-50%) et une quantité non négligeable en tanins
(18-20%) (Saura-Calixto. 1987; Puhan et Wielinga. 1996). Par ailleurs, 1’analyse
minéralogique faite, par (Puhanet wielinga. 1996),sur la pulpe, a révélé une composition (en
mg/100g de pulpe) de : K=1100, Ca= 307, Mg= 42, Na= 13, Cu= 0.23, Fe= 104, Mn= 0.4,
Zn=0.59.

Tableau 04: Composition moyenne de la pulpe de caroube (Puhan et Wielinga., 1996 ,
Batlle et al. 1997)

Constituants %
Sucres totaux 48-56
Sucrose 32-38
Glucose 5-6
Fructose 5-7
Pintol 5-7
Tannins 18-20
Polysaccharides non amines 18
Cendre 2-3
Lipide 0.2-0.6
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La graine est composée de 30 a 33% d’enveloppe tégumentaire, de 42 a 46% de 1’albumen
et de 23 4 25% d’embryon (Neukom 1988). L’ enveloppe tégumentaire est considérée comme
étant une source naturelle pour la production de polyphénol antioxydant (Batista et al. 1996,

Makris et Keflas, 2004).

La valeur nutritionnelle de la gousse du caroubier est considérée similaire a celle de la
plupart de céréales (Coit 1962; NAS 1979). Selon Noblet et al. (1989), la valeur d’énergie
métabolique (EM) de la farine de caroube est estimée a 13.1MJ/kg de produit frais.

1.5.2. Utilisations du caroubier :

Le caroubier se présente comme une essence a la fois forestiere et arboricole. Il est d’une

grande importance économique, écologique et sociale. Son utilisation est multiple.

1.5.2.1. Arbre :

Le caroubier est largement utilis¢é comme arbre d’ornement et d’ombrage tout au long des
allées de la Californie, de 1’Australie et d’ailleurs. Sur la base de sa faible exigence et sa
grande tolérance pour les sols pauvres, le caroubier est de plus en plus recommandé pour le
reboisement des zones cotieres dégradées sous I’effet de 1’érosion ou de la désertification

(Batlle et Tous, 1997).

De nos jours, le caroubier est considéré comme 1’'un des arbres fruitiers et forestiers les
plus intéressants, puisque toutes ses parties (feuilles, fleurs, fruits, bois, écorce et racines) sont

exploitées et ont des valeurs dans plusieurs domaines (Aafi, 1996, Mhirit et Et-Tobi, 2002).

Le bois du caroubier appelé carouge (Riviére et Leco, 1900) est dur a grain fin ; il est

utilisé pour la fabrication d’ustensiles et la production de combustible (Batlle et al, 1997).

L’¢écorce de I’arbre est utilisée en tannerie, particuliecrement dans 1’achévement et

I’émaillage des peaux (Batlle, 1997).
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1.5.2.2.Feuille :

Les extraits des feuilles qui contiennent de tanins ont été, en Turquie, utilisés dans la
médecine ‘traditionnelle’ pour traiter la diarrhée et dans 1’alimentation diététique (Baytop,

1984).

Corsia et al. (2002) ont démontré la capacité extraordinaire des extraits de feuilles et de

gousses a I’inhibition de la prolifération des cellules tumorales.

Rejeb et al. (1991) ont estimé la valeur énergétique des feuilles du caroubier a 0,25 UF/kg

de matiere seche.
1.5.2.3.Fruit :

La pulpe sucrée de la caroube est employée depuis longtemps comme nourriture pour les
bétails a coté d’autres aliments comme la farine d’orge (Ait Chitt et al. 2007; Manso et al.,

2010).

La pulpe du fruit de caroube contient des glucides sucrés, ainsi que des fibres
alimentaires, des tanins et des polyphénols (Papagiannopoulos et al. 2004, Makris et
Kefalas, 2004). La caroube broyée est traitée industriellement et vendus dans les grands
magasins et les marchés locaux comme un substitut du cacao (Yousif, 2000. Kumazawa et

al, 2002. Ayaz, 2007. Bengoechea et al., 2008).

La pulpe des gousses de caroube contient des teneurs élevées en sucre (saccharose,
fructose et glucose) et peut €tre utilisé comme matiere premiere pour la production des sirops
(Petit et Pinilla, 1995) et du saccharose cristallis¢ (Lafuente, 1961) pour l'industrie
alimentaire. Les Arabes fabriquent avec la pulpe une boisson alcoolisée et les Kabyles

fabriquent a partir du fruit un plat appelé tomina (Bonnier. 1990).

La farine élaborée a partir de la pulpe peut étre utilisée comme ingrédient dans certains

aliments, tels que les gateaux, bonbons, crémes glacées, boissons (Figure02) (NAS, 1979).

De plus, elle est utilisée comme substituant du cacao dans la production du chocolat car elle

est moins calorifique et ne contient ni caféine ni théobromine (Craig et Nguyen, 1984).

10
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Les graines de caroube sont constituées de trois différentes parties mais fortement liées. Il
s’agit, de D’extérieur vers l’intérieur, une enveloppe (cuticule marronne, 30-33%), un
endosperme (blanc et translucide, 42-46%) un embryon ou un germe (23-25%) (Andrade et
al. 1999. Neukom, 1988. Garnit. 2006).

I.6. La farine de la gousse de caroube FPC :

La pulpe est treés utilisée soit comme aliment diététique, soit comme remplagant du
chocolat, soit encore en alimentation animale. Elle est trés riche en sucres (40-60%) en
particulier, saccharose (27-40%), fructose (3-8%) et glucose (3-5%) mais pauvre en lipides

(0,4-0,6%) ou protéines (2-6%). (Leroy. 1929. Avallone et al., 1997).

Par ailleurs, la pulpe présente également une teneur trés élevée en fibres (27-50%) et une
quantité non négligeable de tanins.(Saura-calixto. 1988). Assez souvent, la pulpe est toastée
et broyée donnant une poudre de couleur marron a arome de chocolat (farine de caroube :
FPC). A part son utilisation en alimentation humaine, celle-ci semble particuliérement adaptée

a I’alimentation du porc.

Le remplacement du dextrose, de la poudre de lait ou des céréales par de la FPC permet
d’obtenir des performances de croissance similaires chez le porcelet (Piva et al. 1978. Santiet

al. 1987) aussi bien que chez le porc en croissance-finition (Lanza et al. 1983).

Les sucres apportés par la FPC contribuent trés probablement a la palatabilité des régimes

et aucun effet antinutritionnel des tanins sur les paramétres mesurés n’est observé.

Les diarrhées de post-sevrage sont un probléme trés fréquent dans 1’élevage du porc
(Madec et al. 1998) et la décision de 1’Union Européenne de prohiber ['utilisation des
antibiotiques en tant qu’additifs alimentaires n’a fait qu’aggraver la situation. Les tanins dela
caroube présentent d’importantes propriétés anti-diarrhéiques (Wiirsch. 1987) et sont

largement utilisés dans le combat des diarrhées chez 1’enfant (Loeb et al. 1989).
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I.7. Les polyphénols Végétaux :
L.7.1. Introduction :

Les plantes sont capables de produire de nombreux métabolites secondaires parmi lesquels
nous citons les composés phénoliques. Ces derniers constituent une richesse déja largement

exploitée par les industries agro-alimentaire, cosmétiques et pharmaceutiques.

Les polyphénols (principalement les flavonoides et les tannins) sont présents dans toutes les
parties de la plante. Ils entrent dans la composition des produits de consommation les plus
courants, en particulier les fruits, les Iégumes et les produits transformés comme le chocolat,

et le thé.

Les polyphénols végétaux ont d’abord été étudiés pour leurs effets protecteurs contre les
organismes pathogenes, bactéries ou virus qui infectent la plante. Souvent présents en grande
quantité¢ dans les plantes consommées par les herbivores, ils limitent leur appétence et
digestibilité¢. Ils ont donc ¢été pendant longtemps considérés comme des facteurs
antinutritionnels. C’est un regard tout a fait différent que nous leur portons aujourd’hui, apres

la reconnaissance de leurs propriétés anti-oxydantes et de leurs effets présumés sur la santé.

1.7.2. Présentation des polyphénols :

Les polyphénols constituent une famille de molécules trés largement répandues dans le
régne végétal. On les trouve dans les plantes, depuis les racines jusqu’aux fruits. Les
polyphénols sont des métabolites secondaires qui n’exercent pas de fonctions directes au
niveau des activités fondamentales de I’organisme végétal, comme la croissance ou la

production (Fleuriet. 1892. Yusuf. 2006).

L’expression de « composés phénoliques » est utilisée pour toutes substances chimiques
possédant dans sa structure un noyau aromatique, portant un ou plusieurs groupements
hydroxyles. Un nombre considérable de ces composés sont formés de deux Noyaux
benzéniques A et B reliés par un hétérocycle de type pyranne. Ces composés différents les uns

des autres par la position des substitutions sur les noyaux A et B.
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Par la nature de I’élément central et par la position, la nature et le nombre de molécules de

sucre fixées ainsi que par la nature de la liaison hétérosidique (Bloor. 2001).

1.7.3. Effets biologiques des polyphénols :

Les polyphénols suscitent depuis une dizaine d’années un intérét croissant de la part des

nutritionnistes, des industriels de I’agro-alimentaire et des consommateurs.

En effet, les polyphénols font partie de ce que I’on appelle les phytomicro nutriments. Ce
sont les antioxydants les plus abondants dans les aliments puisque ’homme en consomme
environ 1 g/jour (Scalbert et Williamson, 2000), soit pres de dix fois plus que de vitamine C

et 100 fois plus que de vitamine E ou de caroténoides (Grolier et al, 2001).

Les polyphénols neutralisent les radicaux libres et contribuent ainsi a prévenir diverses
pathologies dégénératives telles que cancer, maladies cardiovasculaires, cataracte, maladies
du systéme nerveux central ou déficiences immunitaires, (Jovanovic et al, 1998.Torres et

Bobet. 2001. Vaher et Koel, 2003).

Les polyphénols ont aussi un effet antiallergique « influence des flavonoides sur la
production de I’histamine » (Di carlo G et al, 1999) effet anti-inflammatoire (Landolfi et
coll, 1984), effets antifongiques et antibactériens, les plantes les plus étudiées pour leurs
propriétés antibactériennes sont riches en composés phénoliques. Ces composés possedent
une forte activité antibactérienne, ils ont un effet antimicrobien contre un large spectre de
bactéries : E. coli, Staphylococus aureus, Bacillus cereus, Listeria monocytogenes,

Clostredium spp, Helicobacterpylori (Pauli, 2001).

Les tannins sont utilisés pour la protection des filets de péche contre la prolifération des

germes responsables de la destruction de la cellulose des filets (Ngom. 2000).

Cependant, les polyphénols se caractérisent par une faible biodisponibilité¢ dans 1’organisme
(Arts et al. 2001).Premiérement, les taux d’absorption intestinale des polyphénols ingérés
peuvent varier largement d’un polyphénol a I’autre (Heim et al. 2002). L’absorption dépend
aussi d’autres facteurs comme le dosage, le véhicule d’administration, le régime alimentaire,

les différences de sexe et la population microbienne du c6lon (Heim et al. 2002).
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Le métabolisme des polyphénols concerne des modifications de structure tels
I’hydroxylation, la méthylation, la déglycosylation et le clivage de 1I’hétérocycle (Heim et al.
2002). Un autre facteur entravant 1’activité des polyphénols dans 1I’organisme est le masquage
di a leur interaction avec les protéines du plasma (Arts et al. 2001).

1.7.4. Structure chimiques des polyphénols :

La structure chimique est identique a tous les polyphénols : un ou plusieurs noyaux

aromatiques hydroxylés.

Une classification de ces substances a ¢té proposée par (Harborne. 1980) (Tableau05).

Tableau05: principales classes des composés phénoliques

Squelette carboné | Classe Exemple Origine
C6 Phénols simple Catéchol Nombreuses espeéces
C6-C3-Co6 Flavonoides Quersétine, Fruits et Iégumes
Cyanidine
C6-C3-Co6 Isoflavonoides Daidzéine Fleurs, soja, pois
(C6-C3-C6) n | Tannins condensés

1.7.4.1. Les flavonoides (C6-C3—-C6):

Les flavonoides sont formés d’un squelette de base a 15 carbones (C6-C3-C6),
correspondant a la structure de la « 2-phényl-benzopyrane»», constitué de deux unités

aromatiques, deux cycles en C6 (A et B) reliés par un cycle pyranique central (figure 03).
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3 4

Figure 02: structure de base des flavonoides (Heim et al. 2002)

1.7.4.2. Les tannins :

Ils sont des composés végétaux non azotés qui représentent un groupe hétérogéne assez

difficile a définir de facon rigoureuse et concise car il n’y a pas de structure chimique de base.

Leurs structures chimique sont en effet variées et rassemblées en famille en fonction
d’activit¢ commune .De ce fait toute classification chimique des tannins est forcément
arbitraire, cependant on se référe souvent a une distinction entre tannins hydrolysables et

tannins condensés (Griffith. 1991).

1.7.4.3. Tannins hydrolysable :

IIs sont constitués par une molécule de sucre (le glucose le plus souvent) estérifié par
I’acide gallique ou un de ses dérivés (acide ellagique, chébelique ou valonique). Ils sont

facilement hydrolysables par voie chimique ou enzymatique.

1.7.4.4. Tannins condensés :

Ce sont des produits de la polymérisation de Catéchines et leuco anthocyanidines. Ils sont
aussi désignés sous le nom de « tannins catéchiques » et ne sont hydrolysables que dans des

conditions fortement acides.
1.7.4.5.Les stilbénes :

Les stilbénes sont des composés phénolique contenant au minimum deux noyaux

aromatiques reliés par une double liaison, formant un systéme conjugué. Cette particularité
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leur confére une grande réactivité due a la résonance des électrons sur la totalit¢ de la
molécule. Les plus abondants sont le trans-resvératrol et son dérivé glucosyle : le picéide,
ainsi que les dimeres : le resvératroltrans-déhydrodimere et 1’e-viniférine (Waterhouse

etLamuela-Reventos. 1994 et Langcake. 1981)

I.7.5. Activité antimicrobienne des composés phénoliques :

L’activité antimicrobienne est une substance chimique qui détruit les germes pathogénes ou
empéche leur multiplication. Les grands groupes de composés antibiotiques sont les phénols
et les polyphénols, Les terpenoides, les huiles essentielles et les alcaloides. On distingue des
composés a forte activité antimicrobienne et des composés a faible activité antimicrobienne.

La variation de la composition chimique explique donc les variations observées dans

I’activité microbienne des plantes. (Maejorie Murphy. 1999).

L’effet peut étre proportionnel a la concentration d’antibiotique (le plus souvent jusqu’a
une concentration au-dela de laquelle il n’y a plus d’accroissement de la 1étalité) : I’effet est
de type « tout ou rien » et la vitesse de mortalité est maximale dés que la concentration seuil

de bactéricide est atteinte (Maejorie Murphy. C. 1999).
1.7.5.1. Principaux groupes de composés antimicrobiens des végétaux :

Parmi les principales vertus des plantes, on peut citer : stimulant de la digestion Anti
inflammatoire, antalgique, antidiabétique, anti-cholestérol, tonique, antiparasitaire,

antiseptique, antibactérien et anti fongique. Les antimicrobiennes phytochimiques sont de

plusieurs types. Le tableau ci-dessous résume les différentes catégories de ces composés.
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Tableau 06: Les principales classes des composés antimicrobiens des végétaux

Classe Sous Classe Exemple
Phénols simples Catéchine
Epicatéchine
Acide phénoliques Acide cinnamique
Flavonoides et flavones Chrysin
Polyphénols Abyssinone
Flavonoles Totarol
Tnins Ellagitanins
Coumarines Warfarine
Quinones Hypéricine
Terpénoides et /1
Les Huiles essentielles Capsaicine
Alcaloides /! Pipérine Berbérine

1.7.6. Caractéristiques des polyphénols de la caroube :

Peu d’études ont été consacrées a I’analyse des polyphénols de la caroube. Les teneurs et la
composition en polyphénols different d’un auteur a un autre. Les fluctuations obtenues
doivent étre dues a différents facteurs comme la variété de la caroube, le pays producteur, la
partie analysée (pulpe, fibre, partie soluble ou partie résiduelle insoluble), les méthodes

utilisées pour I’extraction des polyphénols ou leur détermination (Marakis. 1996).

Les variétés sauvages sont plus riches en tannins que les variétés cultivées (Marakis et al.
1993). Une gousse de caroube contient, en moyenne, 19 mg de polyphénols totaux par g de

matiere fraiche, 2,75 mg/g de tannins condensés et 0,95 mg/g de tannins hydrolysables. A
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noter que des concentrations beaucoup plus élevées (40,8 mg/g de polyphénols totaux, 16,2
mg/g de tannins condensés et 2,98 mg/g de tannins hydrolysables) sont détectées dans le
germe alors que ces composés se trouvent a 1’état de traces dans la graine (Avallone et al.

1997).

La teneur en tannins condensés des gousses de caroube se situe entre 16% et 20% de la
masse seéche (Wiirsch et al. 1984 ; Saura—Calixto. 1988) rapporte aussi une teneur en
polyphénols de 19,2% (17,9% de tannins condensés et 1,3% de tannins solubles dans I’eau).

94% de ces polyphénols font partie des résidus de fibre de la caroube.

Les polyphénols de la caroube ont une masse moléculaire trés €levée rarement rencontrée
chez d’autres plantes (Wiirsch et al. 1984). Prés de 50% des tannins sont de masse
moléculaire comprise entre 3200 et 3600 Dalton (Tamir et al. 1971), I'autre moitié¢ se
rencontre sous forme de granules de plus haute masse moléculaire avoisinant 32 000 Da
(Wiirsch et al. 1984).

Les principaux polyphénols décrits dans les gousses de caroube sont insolubles, hautement
polymérisés, appartenant aux tannins condensés contenant un noyau flavane (Wiirsch et al.
1984).

Le degré de polymérisation des flavanols, estimé par (Kumazawa et al. 2002) est de 31,1%

et les flavanols constituent 23% des polyphénols totaux.

18



Chapitre II : Matériel et Méthodes

Durant notre stage pratique qui s’est étalé du mois d’Avril jusqu'au mois de
Septembre 2018, nous avons réalisé deux parties expérimentales :
e La premicre partie se structure sur 1’extraction des polyphénols, et I’extraction
des huiles essentielles par la méthode Clevenger.
e La deuxieme partiec se base sur 1’¢tude de la cinétique de la croissance
bactérienne et évaluer 1’activité antibactérienne des extraits aqueux et des

extraits phénoliques vis-a-vis des souches de référence
Nous avons effectué I’étude expérimentale au sein des structures suivantes :

e Laboratoire d’hygi¢ne de Blida.
e Le laboratoire d’analyse microbiologique de 1’hdpital Mustapha Boudiaf de
Médéa.

e Etlaboratoire de phytopharmacie.
I. Matériel :
I.1.Matériel non biologique : (voir Annexe)
I.2.Matériel biologique :

v' Matériel végétal :
La récolte de la plante de Caroubier (Ceratonia siliqua ) a eu lieu en pleine fructification au

mois de Mars 2018, dans la région de Chiffa (Wilaya de Blida) (Figure 04)
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B\ 4
8

Figure 03 : L’arbre du caroubier ( photo prise a Chiffa —Blida )

Apres la récolte, 3Kg des gousses de caroube murs ont été séchées a ’aide de soleil,
broyées par des grandes machines industrielles et conditionnée dans des bocaux en verre
(Figure05).

&

-’

———————

Figure 04: présentation du matériel biologique utilisé (gousse, grains, pulpe, farine)

(Original)
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v' Bactéries :

Afin d’étudier le pouvoir antibactérien des extraits phénoliques de caroubier, nous avons
utilisé 03 souches bactériennes de référence provenant de I’institut pasteur : Staphylococcus

aureus ATCC 29213, E coli ATCC 25 922 et Listeria monocytogenes ATCC 13 932
II. Méthodes :

I1.1. Extraction des phénols :

I1.1.1.Elimination des sucres :

La caroube étant riche en sucres simples, avant de procéder a I’extraction, on laisse la
farine de caroube, séchée et moulue préalablement, macérer pendant 12 heures dans de 1’eau
froide (3°C). Ce procédé, répété 2 fois, permet d’éliminer les oses présents (Kumazawa et al.

2002) on procede par la suite aux extractions sélectives.
I1.1.2. Extraction des phénols :

10g du matériel végétal broyé est macéré dans 100ml de mélange méthanol/eau (70% v/v)
pendant 20 minutes, a 40°C. Apres filtration, le mélange méthanol/eau, est évaporé a sec sous
pression réduite a 45°C. Le résidu obtenu est récupéré avec 12ml de méthanol pur, pour les

dosages ultérieurs (Yu et Dahlgren . 2005).

I1.2.Extraction des huiles essentielles par 1a méthode d’hydrodistilation :

Le choix du procédé¢ d’obtention de I’huile essentielle est en général limité par les
normes liées a son utilisation. En effet, le mode technologique d'exploitation du matériel

végétal peut avoir une influence importante sur la composition finale de 1'huile essentielle.

Dans notre étude, nous avons utilisé¢ appareil de type Clevenger (Afnor, 2000).
e Principe:

Le matériel végétal séché est soumis a une hydro-distillation au moyen d’un dispositif

d’extraction de type Clevenger (Figure 06).
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Cette technique se base sur le pouvoir que posséde la vapeur d’eau a transporter les
huiles essentielles. L’opération consiste a introduire 100 g de masse végétale séchée et broyée
dans un grand ballon en verre, on y ajoute une quantité suffisante d’eau distillée sans autant
remplir le ballon pour éviter les débordements de 1’ébullition. Le mélange est porté a
¢bullition a I’aide d’un chauffe ballon. Les vapeurs chargées d’huile essentielle passent a
travers le tube vertical puis dans le serpentin de refroidissement ou aura lieu la condensation.
Les gouttelettes ainsi produites s’accumulent dans le tube rempli auparavant d’eau distillée.
L’huile essentielle de faible densité par rapport a 1’eau, surnage a la surface de cette derniere.
L’huile ainsi obtenue est récupérée puis traitée par un déshydratant, le sulfate de sodium, pour
¢liminer le peu d’eau susceptible d’avoir été retenue dans 1’huile et enfin elle est conservée
dans des flacons opaques bien scellés a température basse (4-5C°). L opération d’extraction

dure trois heures a partir du début d’ébullition.

Figure0S : Extraction des huiles essentielles par la méthode Clevenger
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I1.3. préparation de I’extrait aqueux:

La préparation de ['extrait aqueux de 10% de notre plante est réalisée par
additionnement de 10g de poudre a 100ml d eau distillée, puis laissée 30 minutes en infusion
avec agitation de temps en temps. L’extrait aqueux obtenu est ensuite centrifugé a 1000
tours/min pendant 10 minutes puis filtré sur papier filtre de type wattman N=°3. Le filtrat est

ensuite mis dans des petits flacons en verre.

Le méme principe est utilisé pour I’extrait aqueux de 30ml, 25ml, 20ml et Sml (Ljubuncic

et al, 2005).

I1.4. Etude de I’évolution de la cinétique de la croissance et de la production :

Tous les milieux de culture préparés sont autoclavés a 121°C pendant 15 min.
Les souches de référence : Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATTC
29213 et Listeria monocytogenes ATCC 13932 ont été réactivée deux fois et cultivée sur

bouillon BHI (Brain-Heart-Infusion : réf. CM0225 Oxoid , Biomérieux , France).

L’incubation est faite en aérobiose pendant 24 h a 37°C. Pour I’étude de I’évolution du
pathogéne au cours de sa croissance le milieu Mueller-Hinton Gélose (Réf. CM0419 Oxoid,
Biomérieux, France) a 37°C pendant 24 h en aérobiose a été utilisé, les souches ont été

cultivé au moins trois fois avant 1I’expérience.

L’¢étude de I’évolution de la croissance d’Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus
aureus ATTC 29213 et Listeria monocytogenes ATCC 13932 est effectué¢e dans le milieu
BHI bouillon a pH 6,8 a 37 °C en aérobiose.

Des prélevements stériles sont effectués périodiquement toute les 2 heures pendant
24heures afin d’évaluer la croissance (DO) a 600 nm par spectrophotométrie sur un
spectrophotométre de type Jenway 6700 Visible UV visible, la détermination de I’évolution
de la charge microbienne en microcultures s’effectue par isolement sur milieu Mueller-Hinton
gélose, cette méthode est utilis¢ dans le but de déterminer la charge microbienne

d’Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATTC 29213 et Listeria
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monocytogenes ATCC 13932 évaluée a 105 UFC /ml mise en contact avec les différentes

concentrations des extraits phénoliques.

I1.5.Evaluation de ’activité antibactérienne des extraits phénoliques en milieu solide :

L’activité antibactérienne des extraits phénoliques a été évaluée en utilisant des souches

bactériennes de référence
I1.5.1.méthode de diffusion par disque :

Cette méthode permet d’évaluer 1’activité antibactérienne d’une huile essentielle. Bien
qu’elle soit reconnue comme fiable et reproductible, elle est surtout utilisée en étape
préliminaire a des études plus approfondies, car elle permet d’accéder a des résultats
essentiellement qualitatifs. Elle consiste a déposer un disque stérile, imbibé d’huile
essentielle, sur un tapis bactérien au tout début de sa croissance et de mesurer la zone ou les
bactéries n’ont pas pu se développer. Le diamétre d’inhibition, qui traduit D’activité

antibactérienne de I’huile essentielle, est ainsi déterminé (Figure07).

Disque de papier _ N
mmbibé d'huile Tapis bav:tmen

£55 Enttelle

/ m——-
Incubation a 37°C

Im’mmm pendant 24 heures E
bacterien '
e Yy
Boite dv.? Pétri THamétra
avec gelose d'inhibition

mitrittve

Figure 06: Principe de la méthode de diffusion par disque

Une suspension bactérienne de densité équivalente au standard 0,5 de Mac Farland
(108 UFC.ml™") est préparée et 20 ml de milieu gélosé milieu Muéller-Hinton sont coulés par

boite de Pétri et 500 ul d’inoculum sont déposés sur chaque boite. Aprés une imprégnation de
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5 minutes, I’excédent d’inoculum est €liminé par aspiration. On dépose a la surface de chaque
boite, quatre disques de papier filtre stériles de 6 mm de diametre (bioMérieux) imprégnés

avec 5 ul d’extrait phénolique.

Apres diffusion des extraits phénoliques dans le milieu pendant 15 mn a une
température de 25°C, les boites sont incubées a 37°C. La lecture s'effectue aprés 24 h

d'incubation par la mesure du diamétre de la zone d’inhibition du germe-cible.

Les diamétres des zones d’inhibition (mm) ont été mesurés, y compris le diamétre des
disques. Cette mesure est transcrite dans différents symboles proportionnels a I’activité

(Tableau 07) (Ponce et al, 2003, Biyiti et al, 2004)

Tableau 07 : Transcription des valeurs des diamétres d’inhibition (DI) (Ponce et al, 2003,

Biyiti et al, 2004)

Inhibition Transcription Sensibilité
D<€ mm - Résistante
9mm>D<14mm + Sensible
I5mm>D<19mm ++ Assez sensible
D>20mm + 4+ Tres sensible

I1.6.Détermination de la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) :

Les CMI sont aussi déterminées vis-a-vis des bactéries cibles. L’inoculum de chaque
bactérie testée est obtenu a partir d’une préculture de 12 h d’incubation, la charge

microbienne était ajustée a 5x107 UFC/ml a 1’aide d’une turbidité standard 0,5 Mc Farland.

Des dilutions en série sont préparées dans une gamme de concentration de (5-10-25
et50%) dans des tubes a essai stériles contenant de bouillon MHI. Les CMI des différents
composés vis-a-vis des souches bactériennes sont déterminées par la méthode de micro

dilutions en puits.

Des plaques contenant 96 puits (Iwaki brand, Asahi Techno Glass, Japan) sont préparées
en distribuant dans chaque puits 100 pl de bouillon MH et 100 pl d’inoculum. 100 pl de

chaque solution des différentes concentrations des polyphénols préparés sont versés dans les
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premiers puits de chaque plaque. 100 pl de chaque dilution en séries sont transférés dans les

puits successifs.

Les derniers puits contenant uniquement 200 pl de bouillon MH et 100 pl d’inoculum
¢taient utilisés comme témoins négatifs. Le volume final de chaque puit était de 200 pl. Les
plaques sont incubées sous agitation a 37°C/18-24h. Apres incubation, tous les puits sont
examinés et la CMI (% : v/v) est déterminée en prenant en compte la plus faible concentration
en extrait qui inhibe tout développement bactérien (absence de turbidité¢). L’H20 distillée

stérile est utilisée comme témoin négatif.
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III.1 La cinétique de croissance bactérienne :

A partir de I’analyse des cinétiques de croissance, il est intéressant de relever que les
trois souches pathogeénes d’Escherichia coli ATTC 25922, staphylococcus aureus ATTC
29213, Listeria monocytogenes ATTC 13932, et présentent le méme profil cinétique au
début de la phase exponentielle, la cinétique de croissance est représentée respectivement
dans la figure8,9,10avec des densités optiques variables selon 1’espéce.

I a été remarqué que pour les charges bactériennes de 105 UFC/ml; les pathogenesatteint
4h d’incubation la croissance est trés rapide de 6h a 8h, les valeurs du taux de croissance
diminuent a partir de 8 heures.

Densite optigquee
(=

o 2 g 3 & 10 13 14 18 18 W 2 M

Temps en heurese

Figure 07: Courbe représentative de la cinétique bactérienne d’Escherichia Coli
ATCC 25922durant 24h.
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Figure 08: Etude de la cinétique microbienne Staphylococcus aureus ATCC 29213durant 24
Heurs
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Figure 09 : Courbe représentative de la cinétique bactérienne de listeria monocytogénes
ATCC 13932
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III.2Extraction des huiles essentielles de la poudre de caroube par
Clevenger :

Au cours de notre stage, nous avants réalisé presque 5 extraction de la poudre de caroube
par clevenger et nous avons remarqué que la poudre des gousses de caroube mure sont
dépourvus d’huile essentielles.

I11.3.1 Détermination de I’extrait aqueux de la poudre :

Nous avons signalé que notre extrait de la poudre de caroube mur ne posseéde aucune

activité antimicrobienne vis avis des 3 souches bactériennes de référence :

Escherichia coli ATTC 25922, staphylococcus aureus ATTC 29213, Listeria
monocytogenes ATTC 13932.

Ce résultat concorde avec celui-ci de (Chiang et al, 2002) qui ont démontrés que les

gousses de caroube murs sont dépourvues d’activité antimicrobienne. ( Figure 11)

Figurel0 : Absence de la zone d’inhibition d’E.coli par différentes concentrations des

Exraits aqueux

II1.3.2 Le pouvoir antibactérien des extraits phénoliques-vis-a-vis Escherichia Coli
25922:

La figure indique les résultats obtenus des tests de 1’activité antibactérienne des extraits
phénoliques aux différentes concentrations (5, 10, 25 et 50%) sur la souche bactérienne

suivante : Escherichia Coli10536. 1l présente un spectre d’activité antibactérienne apparait
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comme des zones claires avec bordure distinctes comme elle indique la figure, le diameétre

d’inhibition est variable et varie de 10mm a 21mm.

Figure 12 : Effet inhibiteur de différentes concentrations des extraits phénoliques sur la
Croissance d’Escherichia Coli ATCC 25922

La meilleure zone d’inhibition obtenue est celle de la concentration de 25 et 50 % avec

diametre de zone d’inhibition allant de 18mm jusqu’a 2 Imm.

Ces résultats se concordent avec ceux de (Chiang et al, 2002) qui ont démontrés que
I’activité antimicrobienne de Ceratonia Siliqua est due aux polysaccharides et principalement
aux composés bioactifs des polyphénols et précisément aux flavonoides qui se trouvent en

quantité considérable dans les gousses de caroube comme nous allons le démonter.

L’inhibition est notés positive lorsqu’elle est supérieure a 0,8 mm (Schillinger et lucke,

2001).

Aussi (MonjdAbdRazik et al, 2012) a démontré que ’extrait méthanoique des fruits de
Ceratonia Siliqgua a une activité antibactérienne contre les bactéries gram positives et gram

négatives.
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Figure 12 : Diametre des zones d’inhibitions d’E.coli en mm en fonctions des

Concentrations des extraits phénoliques.

La concentration la plus inhibitrice est de 50% avec un diametre de 22 mm, 25% a aussi
un effet inhibiteur trés proche a celle de 50% avec un diametre de 18mm pour les
concentrations de 5 et 10%]le diameétre se varie entre 8mm a 13 mm .

Ces résultats se rapprochent de ceux de ( Ben Hsouna et al, 2012) qui ont trouvé qu’E.

Coli ATCC 25922 avait une zone d’inhibition de 12 + 0,2 millimétre.

I11.3.3 Le pouvoir antibactérien des polyphénols-vis-a-vis des Staphylococcus aureus

ATCC 29213 :

La (figurel3) indique les résultats obtenus des tests de I’activité antibactérienne des
polyphénols aux différentes concentrations (5-10-25-50%) sur la souche bactérienne
suivante : Staphylococcus aureus ATCC 29213. Le spectre d’activité antibactérienne apparait
comme des zones claires avec bordure distinctes le diamétre d’inhibition est variable et varie

de 10 a 18 millimétres
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Figure 13: photos représentatives d’inhibition de Staphylococcus aureus par les

Différentes concentrations des polyphénols

Pour Staphylococcus aureus la zone d’inhibition a été observée a des concentrations
allant de 5 a 50 %. L’inhibition est notée positive lorsqu’elle est supérieure a 8 millimetres

(Schillinger et lucke, 2001).

Notre résultats montrent une activité antimicrobienne remarquable des extraits
phénoliques vis-a-vis Staphylococcus aureus, ces résultats concorde avec ceux de (AbdRazik
et al, 2012) qui ont démontrés que les extraits phénoliques de la pulpe de la caroube ont une
activité antimicrobienne contre divers agents pathogenes, y compris le Staphylococcusaureus

avec une zone d’inhibition allant de 12 & 17 millimétres (Figure 15).
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Figure 14 : diamétre des zones d’inhibition Staphylococcus aureus en mm en fonction des

concentrations des polyphénols.

La concentration la plus inhibitrice est de 50% avec un diamétre de la zone d’inhibition de
18 millimétres, les concentrations 10 et 25% ont un effet inhibiteur proche a celle de 50%
respectivement 14 et 16 millimetres et la concentration 5% présente le plus faible effet

inhibiteur avec un diamétre de la zone d’inhibition de 10 millimétres.

Nous remarquons que les polyphénols ont une activité antimicrobienne trés importante vis
a-vis Staphylococcus aureus ATCC 29213 ceci s’explique par la présence de quantités
considérables de composés phénoliques totaux et les flavonoides totaux dans I’extrait de

méthanol de la gousse de Ceratonia siliqua (Taleb-Contini et al, 2003).

Ces résultats se concordent avec ceux de (Chiang et al, 2002) qui ont démontrés que
I’activité antimicrobienne de Ceratonia .Siliquaest due aux polysaccharides et principalement
aux composés bioactifs des polyphénols. Cette activité est due précisément aux flavonoides

qui se trouvent en quantité considérable dans les gousses de caroube.

Cette efficacité est due a la présence des flavonoides qui sont des métabolismes

secondaires réputés pour leurs effets antibactériens (Mounjd AbdRazik et al, 2012).
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I11.3.4 Le pouvoir antibactérien des extraits phénoliques-vis-a-vis Listeria

monocytogenes ATCC 13932 :

Les résultats illustrés dans la figure ci-dessous montrent le pouvoir antagoniste des

polyphénols contre la bactérie Listeria monocytogenes ATCC 13932.

Le diameétre d’inhibition est variable et varie de 0,8 a 2,1 cm les concentrations la plus

inhibitrices est de 25 et 50 %.

Figures15 : effet inhibiteur de différentes concentrations des extraits phénoliques sur la

Croissance de Listeria monocytogenes ATCC 13932.
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Figure 16: Diametre des zones d’inhibitions de Listeria monocytogenes ATCC 13932

en mm en fonction des concentrations des extraits phénoliques.

Les résultats révelent que I’extrait méthanolique de Cératonia Séliqua exerce un effet
antimicrobien considérable sur la souche Listeria monocytogenes ATCC 13932, avec des

zones d’inhibition de 1’ordre croissant, se varient entre 8 a 21 mm.

Ces résultats se rapprochent de ceux de (Anis BEN HSOUNA et al, 2012), qui ont
trouvé que les extraits phénoliques de la pulpe de caroube a un effet antimicrobien

considérable contre la souche Listeria avec des zones d’inhibition variable de 0,4 a 13mm.

Cette efficacité est due a la présence des flavonoides qui sont des métabolites secondaires

réputés pour leurs effet antimicrobien (MonjdAdbRazik et al, 2012).
Dans un autre travail (Basma Monjd AbdRazik et al, 2012), ont prouvé que I’extrait
phénolique de Cératonia Séliqua possedent une activité antimicrobienne trés puissante vis-

avis aux bactéries a gram positif.

Listeria monocytogenes ATCC 13932 montre des zones d’inhibition semblable avec un

diamétre de I’ordre de 18 a 21 mm pour les concentrations de 25 et 50%.
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Les concentrations de 5 a 10% donnent des diamétres d’inhibition voisine de 1’ordre de &

et 14 mm respectivement.

Tandis que I’effet inhibiteur sur la souche bactérienne La concentration la plus inhibitrice
est de 50% avec un diamétre de la zone d’inhibition de 18 millimétres, les concentrations10 et
25% ont un effet inhibiteur proche a celle de 50% respectivement 14 et 16 millimétres et la
concentration 5% présente le plus faible effet inhibiteur avec un diametre de la zone

d’inhibition de 10 millimétres.

1I1.3.5 Détermination de la concentration minimale inhibitrice :

D’apres les résultats obtenus précédemment nous nous sommes intéressés a déterminer la
concentration minimale inhibitrice des extraits phénoliques de ceratonia séliqua sur les trois
souches bactériennes, le pathogeéne : Escherichia Coli ATCC 25922 Staphylococcus aureus
ATCC 29213 et listeria monocytogenes ATCC 13932 (Tableau 08).

Souches bactériennes CMI %
Staphylococcus aureus ATTC 29213 1,59
Escherichia Col ATTC25922 1.55
Listeria monocytogenes ATTC 13932 3,12

Tableau 8 : résultats de la CMI des extraits phénoliques vis-a-vis les trois souches

Bactériennes.
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Figure 17 : la concentration minimale inhibitrice de la croissance de Staphylococcus
Aureus ATTC 29213 Escherichia Coli ATCC 25922 et Listeria monocytogenes ATCC
13932 pour une durée d’incubation de 24h a 37°C.

La concentration minimale inhibitrice varie del,55% a 3.12% dépendamment de la

bactérie cible.

Les résultats obtenues montrent que 1’effet inhibiteur des extraits phénoliques plus
important chez listeria monocytogéne , par rapport aux 2souches Staphylococcus aureus
ATTC 29213 et Escherichia Coli ATCC 10536. Ces résultats s’expliquent par la nature de la
bactérie cible qui joue un rdle important dans la détermination de la concentration minimale
inhibitrice, en général, les bactéries Grampositives sont plus sensibles aux propriétés

antimicrobiennes que celles & Gram négatif (Bagamboula et al, 2004).

Ces différences pourraient étre attribuées en grandepartie a lacomplexité de la double
membrane contenant l'enveloppe cellulaire des bactéries Gramnégatif par rapport a la
structure de la membrane unique des bactéries Gram positifs, ou liéa la présence des

lipopolysaccharides dans la membrane externe (Gao et al, 1999).
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Conclusion

I1 est connu depuis les époques antiques que quelques plantes et épices ont une activité
antimicrobienne. Il y a eu un intérét considérable de les utiliser pour éliminer les
microorganismes qui ont développé une certaine résistance aux antibiotiques.

Dans le présent travail, nous avons tenté de contribuer a la valorisation de la pulpe de
caroube en Algérie en exploitant ses activités biologiques.

La pulpe de caroube est utilisée comme agent conservateur, exhausteur de goit, agent
gélifiant, substituant de cacao, additif dans I’alimentation de bétail et comme traitement de
diarrhées chez les nourrissons.

Le présent travail a porté sur 1’évaluation de 1’activité antimicrobienne contre des souches
pathogenes.

Les résultats de 1’activité antimicrobienne ont révélé 1’efficacité de tous les extraits contre
les souches testées respectivement E. Coli, Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes
Aussi, les résultats ont démontré des zones d’inhibition de 5 mm a 13 mm pour des extraits de
5% a 10% et de 18 mm a 22 mm pour des concentrations allant de 25% a 50% ;10mm a
mm 14 pour les extraits de 5 a 10%, et de 16mm a 18mm pour des concentrations allant de 25
a 50% respectivement; le diameétre d’inhibition du listeria s’est vari¢ entre 8mm a 14 pour des
extraits de 5 a 10% et de a 20 mm a 22mm pour les concentrations 25 a 50%.

Les résultats de la concentration minimale inhibitrice ont révélé des CMI remarquables pour
les souches Escherichia Coli ATCC 25922, Listeria monocytogenes ATCC 13932 et pour
des extraits phénoliques allant de 3,12 et 1,59%.

Cette étude contribue a la connaissance de 1’activité antimicrobienne de la pulpe de
Caroube in vitro, il serait également intéressant de réaliser d’autres études pour évaluer le
potentiel antioxydant et antimicrobien in vivo. Des recherches complémentaires sont
nécessaires pour identifier, isoler et purifier les constituants bioactives de la pulpe de caroube.
Il serait aussi intéressant de tester les différentes molécules isolées (extraits de polyphénols et
flavonoides) in vivo sur différents modeles biologiques, afin de trouver une application
thérapeutique des molécules actives isolées.
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Annexe

Annexe 1 :

e Bouillon BHI

BD Brain Heart Infusion (BHI) Agar Formule

Par:

litre d'eau purifiée

Infusion cceur-cervelle (matiéres solides) 8,0 g

Digestion peptique de tissu animal 5,0

DN NI NN

Digestion pancréatique de caséine 16,0

Chlorure de sodium 5,0

Glucose 2,0

Phosphate d’hydrogene disodique 2,5
Gélose 13,5

AN N NN

pH 7,4 £ 0,2 *Ajustée et/ou complémentée en fonction des critéres de performances

imposés.

Annexe 2 :

e Matériel non biologique :

Bain marie



Annexe

Autoclave

Spectrophotometre UV-visible
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