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Résumé

Le fenugrec (Trigonella foenum-graecum L.) est une herbacée annuelle appartenant a
la famille des fabacées. Il se trouve partout dans le monde, mais il est d’origine
méditerranéen. C’est une espece trés abondante en Algérie. Cette plante est connue par ses

propriétés médicinales, thérapeutiques et nutritionnelles.

Notre travail porte sur I’étude phytochimique, I’évaluation du rendement d’extraction
et de l’activité antibactérienne des extraits bruts methanoliques et aqueux de Trigonella

foenum-graecum L., qui sont obtenus par une méthode de macération.

Les tests de screening phytochimiques ont permis de détecter la présence des
acides phénoliques, tanins, glucosides, saponines, flavonoides, alcaloides, quinones libres et

les huiles essentielles. Par contre on note I'absence des coumarines.

Les résultats de rendement le plus élevé des extraits bruts de I’helba sont obtenue dans

I’extrait méthanolique avec 29.60%.

L’évaluation de I’activité antibactérienne montre que le fenugrec possede une
activité antibactérienne tres importante, la sensibilité des souches bactériennes testées varie
selon les dilutions des extraits bruts et la nature bactérienne. Le résultat a montré une forte

activité chez la souche B.cereus.

Mots clés: Trigonella foenum-graecum L., extrait bruts, phytochimie, rendement, activité

antibactérienne.
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Abstract

Fenugreek is an annual herbaceous plant belonging to the legume family, spread all
over the world, but its origin is the Mediterranean basin, the latter grows in abundance in
Algeria. Fenugreek is known for its medicinal, therapeutic and nutritional properties and

benefits.

This study is based on the phytochemical examination, evaluation extractive yield and
of the antibacterial activity of the crude, methanolic and aqueous extracts of Trigonella

foenum-graecum L. obtained using the soaking method.

Phytochemical examination allowed detection of phenolic acids, tannins, glucosides,
saponins, flavonoids, alkaloids, free quinines of and essential oils, with the absence of

coumarin.

The results indicate that the highest extraction yield was 29.60% in the methanolic

extract.

The results of the anti-bacterial activity also showed that fenugreek has a very
important anti-bacterial activity. The sensitivity of the studied bacterial strains varies
according to the concentration of the crude extract in addition to the type of bacteria. The

results show a strong activity against the strain B. cereus.

Key words: Trigonella foenum-graecum L. crude extract, phytochemistry, antibacterial

activity,
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Introduction générale

La nature est une source d'agents medicinaux depuis des milliers d'années. Les
médicaments populaires de presque toutes les civilisations du monde regorgent de plantes
médicinales ont occupé une place prépondérante dans la vie de I’homme (Benhouda et al.,
2014). Elles sont importantes pour la recherche pharmacologique et I'élaboration des
médicaments, non seulement lorsque les constituants des plantes sont utilisés directement
comme agents thérapeutiques, mais aussi comme matieres premiéres pour la synthése de
médicaments ou comme modéles pour les composés pharmaco logiquement actives
(Bencharif, 2014). En effet, les plantes médicinales sont utilisées de différentes manieres,
décoction, macération et infusion (Scbauenberg et Paris., 2006), une ou plusieurs de leurs

parties peuvent étre utilisées, racine, feuille, fleur (Dutertre, 2011).

Les plantes sont capables de produire une grande diversité de produits ne participant
pas a leur métabolisme de base, mais représentant plutét des produits du métabolisme
secondaire parmi lesquels on distingue les terpénoides, les alcaloides et les composés
phénoliques, Les polyphénols comprennent de nombreuses classes de composés allant des
acides phénoliques simples aux tannins complexes, comme ils sont caractérisés par une faible
toxicité et de nombreuses activités biologiques, notamment l'activité antimicrobienne (Queen
et Tollefsbol., 2010).

L'Algérie de par son climat (méditerranéen, aride) et la nature de ses sols, possede une
flore particulierement riche en plantes médicinales et aromatiques dont la plupart existe a
I'état spontané. La valorisation des plantes médicinales et aromatiques est un domaine
particulierement intéressant a développer car c'est une source de produits a haute valeur
ajoutée (Felidj et al., 2010).

Les botanistes algériens ont réussi a cataloguer un grand nombre d’espéces
médicinales aussi qu’un livre sur les plantes médicinales et aromatiques d’ Algérie a été publié¢
en 1942 par Fourment et Roques ou ils ont mentionné, décrit et étudié 200 especes végétales
d’intérét médicinales. La majorité des plantes étaient du nord d’Algérie et seulement 6
especes ¢taient du Sahara. L’ Algérie comprenait plus de 600 espéces de plantes médicinales

et aromatiques (Moukaddem, 1999).



Introduction générale

Parmi les plantes médicinales qui constituent le couvert végétal se trouve la Trigonella
foenum-graecum L., ¢’est une herbacée annuelle appartenant a la famille des Fabacées. Elle se
trouve partout dans le monde, mais elle est d’origine méditerranéen. Cette plante est connue
par ses propriétés medicinales, thérapeutiques et nutritionnelles trés importantes vu les
activités antibactérienne et pharmacologiques des composés phytochimiques présentes dans

les extraits des graines de cette plante (Rahmani et al., 2015).

L’objectif de notre travail porte principalement sur ['évaluation de [D’activité

antibactérienne des extraits des graines de Trigonella foenum-graecum L.

Le mémoire est organisé en deux parties :

> La premiére partie concerne la synthése bibliographique, elle contient trois chapitres :
- Généralité sur Trigonella foenum-graecum L.
- Généralité sur les métabolites secondaires.
- Activité antibactérienne.

» La deuxiéme partie concerne 1’étude expérimentale, contient deux chapitres :
- Matériel et méthodes : on a réalisé les tests phytochimiques, L’évaluation du

rendement d’extraction et de I’activité antibactérienne.

- Résultats et discussion.

On termine notre travail par une conclusion générale.
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I. Généralité sur les fabacées

Les Fabacées sont considérées la plus importante famille dans le monde végétale et
dans les dicotylédones spécifiquement (Ozenda, 1991). lls sont classés parmi les plus grands
groupes de Spermaphytes avec les Orchidacees et les Astéracées, comprenant plus de 20000
especes cosmopolites des régions froides a tropicales (Quezel et Santa., 1962 ; Gepts et al.,

2005 ; Cronk et al., 2006). Parmi les plantes de cette famille on se trouve Trigonella.
I.1. Différentes espéces de trigonella en Algérie

Sous le genre de trigonella il existe plusieurs espéces dans le monde, mais en Algérie

on trouve neuf especes connues qui sont :

1- T. foenum-graecum L.

2- T.anguina Del.

3- T.gladiata Stev.

4- T. maritima Del.

5- T. poluserata L.

6- 1'. ovalis Boiss.

7- T. Balachouvskyi Lededole.

8- T. monspéliaca L.

9- T. stellata Forsk (Quezel et Santa., 1962).
1.2. Généralité sur Trigonella foenum-graecum L. :
1.2.1. Historique

Le fenugrec, Trigonelle ou Trigonella (du latin trigonus, triangulaire, allusion) est une
plante d’origine méditerranéenne, aromatique et médicinale tres ancienne (Shirani et
Ganesharanee., 2009). Elle est originaire du moyen orient et cultivée en Afrique du Nord, en
France, en Egypte et aux Indes (Alarcon et al., 1998).Elle porte le nom latin de foenum-
graecum « foin grec » puisqu’elle a été utilisée comme fourrage a 1’époque des romains. En

1550 avant Jésus-Christ, cette plante apparut en Egypte pour soigner les bralures, 10 siécle
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plus tard, Hippocrate le mentionna comme remede apaisant, qui en plus de ses propriétes

digestive, soulageait les inflammations et les douleurs rhumatismales (Sauvaire et al., 1996).
1.2.2. Description botanique

Le fenugrec est une plante annuelle, herbacée, de la famille des Fabaceae du nom
arabe I’helba. Son nom botanique est Trigonella foenum-graecum L., elle est aussi appelée :
trigonelle, sénégrain, trigonelle fenugrec...etc. Le nom du genre Trigonella vient du latin
trigonus signifiant triangle, par allusion a la forme prismatique des graines du fenugrec. Le
mot fenugrec vient du latin foenum graecum qui signifie « foin grec » (Rahmani et al.,
2015).

Son pied peut atteindre une hauteur entre 30 a 60 cm. Il existe aussi des nombreuses
ramifications sur la tige et elle possede des feuilles de forme ovale séparées en trois parties
(trifoliolées) (Moradikor et al., 2013).

Les fleurs sont axillaires, solitaires ou groupées par deux, de type papilionacé, jaune
péle a violet clair de forme triangulaire (d’ou le nom de trigonelle) (Ghedira et al., 2010).
L’épanouissement des fleurs de fenugrec, selon la variété, le climat et la saison des semailles
commence environ 35-40 jours a partir de I’ensemencement. Elles sont assises dans 1’aisselle
des feuilles le plus souvent lié (deux a deux), plus rarement solitaires. Il existe deux types de
fleurs : des fleurs cléistogames (fermés) et des fleurs anéictogames (ouverts) (Petropoulos,
2002).

Le fruit est une gousse allongée, arquée, qui renferme de 10 a 20 graines , tres dures,
aplaties, mesurant 3 a 5 mm de long et 2 @ 3 mm de large, de couleur brun clair a brun
rougeatre, marquées par un sillon qui délimite les deux parties inégales (Ghedira et al.,
2010).

Les graines de Fenugrec sont en forme d’un disque, constituées d'un embryon jaune
central entouré d'une couche cornée et relativement importante de blanc, d'endosperme semi-
transparent contenant de la gomme de galactomannane. Une enveloppe tenace et brune foncee
entoure l'endosperme. La couleur de la fraction de la gomme dépend de la quantité de
I'enveloppe (couleur marron) et cotylédons (couleur jaune) présents (Madhava et al., 2011).

La plante toute entiere dégage une odeur épicée caractéristique (Figure 01).
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Figure 01 : Graines (A) et feuilles (B) de Trigonella foenum-graecum L. (Ghédira et al.,
2010).

1.2.3. Classification botanique

Le nom Fabacées, au sens limité, est adopté en classification classique de Cronquist

(1981). Ce groupe est nommé Fabaceae (stricto sensu) ou Papilionaceae.
Cette famille comprend 20 000 espéces réparties dans trois sous-familles :

v' sous-famille Caesalpinioideae avec une fleur pseudo-papilionacée ;

v' sous-famille Mimosoideae avec une fleur réguliére ;

v" sous-famille Faboideae ou Papilionoideae avec une fleur typique en papillon (Lejoly,
2005).

Position systématique :

Le fenugrec est une plante médicinale de famille fabaceae, il est appelé aussi : semen

trigonella, sénégrain, fenugreek seed, bockshorsamen, grichisch hensamen.
> Regne : Plantae
» Sous régne : Tracheobionta
» Embranchement : Magnoliophyta
» Sous-embranchement : Magnoliophytina
» Classe : Magnoliopsida

» Sous-classe : Rosidea
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> Ordre : Fabale

» Famille : Fabaceae

» Genre : Trigonella

» Espece : Trigonella foenum-graecum.
Nom vernaculaire : En Arabe : helba / En francais : fenugrec (Sinskaya, 1961).
1.2.4. Composition chimique

C’est une plante d’intérét pharmaceutique parce qu’elle contient divers composés
polyphénoliques (stéroides, substance polyphénoliques, acide aminées, vitamines (A, B1, C),
huile essentielle, flavonoides, protéines et alcaloides) (Marzougui et al., 2010), il est riche
aussi en fer, calcium, magnésium et phosphore (Site web 1). La composition chimique de la
graine de fenugrec mentionné dans le tableau 01.

Tableau 01 : La composition chimique de graine de fenugrec (Ghedira et al.,2010).

Classe de constituants chimiques | Constituants chimiques

Protéine (28-30%) Nucléoprotéines

Glucides (20-45%) Fibres : cellulose, hémicellulose, mucilages,

galactomannane, phytine, inositol hexaphosphat de Ca

et de Mg
Sapogénines et saponosides Foenugracine, trigofoenoside A et autres hétérosides de
stéroidiques (4,5%) la diosgénine ; nombreuses sapogeénines stéroidiques
Coumarine Scopolétine
Flavonoides Vitexine , vicénines , dérivés de l'orientine
Acides aminés 4-hydroxyisoleucine
Autres Amide de l'acide nicotinique,  trigonelline

(méthylbétaine, 0,37%), gamma  schizandrine,

phosphore, calcium, fer

Lipides, huile grasse Acide linolénique et linolénique, lécithine
(dans I'embryon: 6-10%)
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1.2.5. Habitat

Le genre Trigonella ayant comme habitat naturel la région méditerranéenne (Rahmani
et al., 2015). 11 est originaire d’Afrique du Nord, du Moyen-Orient et d’Inde, puis il est
largement répandu autour de bassin méditerranéen. Les producteurs de fenugrec sont I'Inde,
I'lran, le Népal, le Bangladesh, le Pakistan, I'Argentine, I'Egypte, la France, I'Espagne, la
Turquie, le Maroc et la Chine. Cependant, aujourd’hui il pousse partout dans le monde
(Sheicklar, 2013). Fréquemment cultivée, elle est souvent sub-spontanée en Algérie (Quezel
et Santa., 1962).

1.2.6. Les conditions de culture

Souvent consommeés en graines germées pouvant se cultiver toute I'année a l'intérieur,
ces plantes sont en pleines air, des annuelles a production estivale. Avant le semis trempez les
graines de fenugrec dans de I’eau pendant 12h, le semis s’effectue directement en pleine terre
apres les derniers risques de gelées, du milieu a la fin printemps .Votre terre doit étre l1égere et
I’exposition doit étre ensoleillée. Le cycle végétatif du fenugrec présente dans la (Figure 2)
(Geoff, 2005).

Floraison :80/jours apres semis.

o

Formation des gousses:120 jours aprés semis

Récolte des graines :180 jours aprés semis.

Figure 02 : Cycle végétatif du fenugrec (Geoff, 2005).
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1.2.7. Les contre indications

Malgré sa grande efficacité dans le traitement de nombreuses maladies. Le fenugrec

possede également des effets secondaires tels que :
» Les malformations associées a la prise de fenugrec :

Les graines de fenugrec sont déconseillées au cours de la grossesse. Ceci en raison de leur

action a induire des contractions utérines et a provoquer par conséquent des avortements.

» L'emploi prolongé des graines de fenugrec en application externe provoque parfois des
réactions allergiques (Patil, 1997). Une étude rapporte des problémes de sensibilisation

respiratoire (oppression a la poitrine, toux, asthme).

» On doit toute fois noter une interaction potentielle entre le fenugrec et un certain

nombre de médicaments dont les anticoagulants oraux (1zzo, 2005).
1.2.8. Utilisation thérapeutiques traditionnelle

Le Fenugrec compte parmi les plus anciennes plantes médicinales et culinaires. Ses
graines, grace a leurs composés chimiques, se révelent étre d’une grande valeur alimentaire et
présentent de multiples vertus phytothérapeutiques (Harchane et al., 2012). Leur poudre
utilisé pour stimuler la production du lait maternel chez les nourrices, ¢’est une source riche

en fer, phosphore, soufre et de acide nicotinique (Site web 1).
Il est utilisé pour:

» Stimuler I’appétit, soulager les troubles digestifs et respiratoires et redonner de
I’énergie aux convalescents et aux personnes déprimées. Il est également utilisé¢ pour

favoriser la production du lait maternel.
» Lutter contre la chute des cheveux.
» Traiter les ulceres de jambe, la goutte, les douleurs musculaires et I’eczéma.

» Prévenir I’apparition de certains types de cancers, en particulier du colon, du sein et de

la vésicule biliaire.
» Arréter la constipation.

» Eliminer les infections et les inflammations des voies respiratoires.
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» Soigner les blessures cutanées et les douleurs rhumatismales (Yadav et al., 2014).

> Protéger I’organisme de I’action de radicales libres graces a sa teneur en antioxydants,

et protégerait donc contre les maladies liées au vieillissement.

> Diminuer la glycémie a jeun et postprandiale chez des patients diabétiques et

combattant I’anémie grace a sa richesse en fer (Gupta, 2001).
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I1.1. Généralités

Les plantes ont une importance capitale pour la survie de I’homme et des différents
¢cosystemes. Elles renferment des composés qui interviennent dans I’ensemble des réactions

enzymatiques ou biochimiques ayant lieu dans 1’organisme (Hartmann, 2007).

On distingue ainsi deux groupes de métabolites: les métabolites primaires et les

métabolites secondaires:

Les métabolites primaires sont des molécules organiques qui sont directement
impliqué dans la croissance, le developpement et la reproduction normale d'un organisme ou

d'une cellule. Ils sont divisés en quatre grandes familles :

Les glucides,

Les lipides,

Les acides aminés,

Les acides nucléiques (Cuendet, 1999 ; Vermerris, 2006).

Les métabolites secondaires ce sont des molécules organiques complexes
synthétiques, accumulés par les plantes en petite quantité. Elles sont caractérisées
généralement par de faible concentration dans les tissus végétaux (généralement quelques
pourcents du carbone total, si on exclue la lignine de cette catégorie). Ces molécules jouent un
role dans ’adaptation des plantes a leur environnement et représentent également une source
importante de molécules utilisables par I'homme dans des domaines aussi différents que la
pharmacologie ou I'agroalimentaire (Macheix et al., 2005).

Ils participent ainsi, d’une manicre trés efficace dans:

v La tolérance des végétaux a des stress variés : action anti-herbivore (menthe par

exemple).

v Inhibition des attaques pathogénes des bactéries et des champignons, prédation

d’insectes.

v Défense contre la sécheresse et lumiére UV. (elles peuvent étre anti-nutritives).

10

——
| —



Chapitre 11 Les métabolites secondaires

v' Beaucoup de métabolites secondaires sont toxiques, ils sont alors stockés dans des

vésicules spécifiques ou dans la vacuole (Sandrin, 2004).
I1.2. Relation entre les métabolismes primaires et secondaires

Le métabolisme primaire représente tous les processus de bases, comme la croissance
ou la respiration, qui sont vitaux pour la plante. Les métabolites primaires proviennent de ces
réactions et sont les composés essentiels de la machinerie moléculaire de la cellule. Le
métabolisme secondaire a été défini par rapport a cette définition, et constitue donc tous les
autres processus. Initialement la notion de métabolites secondaires résidait dans trois
principales observations : une difficulté a attribuer une fonction précise a ces composés dans
la physiologie de la plante, leur répartition tres inégale selon les veégétaux et au sein méme des

plantes, et enfin leur inertie biochimique (Macheix et al., 2005).
11.3. Classification des métabolites secondaires :

Les métabolites secondaires sont produits en tres faible quantité, On estime a plusieurs
centaines de milliers les métabolites secondaires (200.000), de structure et de fonction trés
diverses. Il existe donc un grand nombre de classification selon les sources et leur
appartenance chimique en 1’occurrence, les terpénes, les alcaloides, les composés

acetyléniques, les cires, et les composés phénoliques (Cuendet, 1999).
IIs sont divisés principalement en trois grandes familles:

- Polyphénoles
- Terpenes

- Alcaloides

Chague de ces classes renferme une trés grande diversité de composés qui possedent

une trés large d’activités en biologie humaine (Vermeris, 2006).
11.3.1. Les composés phénoliques

Les composés phénoliques sont des substances naturelles, d’origine végétale
majoritairement. Ils peuvent se trouver chez certains animaux et microorganismes comme les
bactéries et les champignons tels que 1’cestradiol qui est ’hormone la plus importante de type
cestrogéne chez les mammiferes. Ils sont constitués d’une unité principale « phénol » donc se

sont de mono, bi ou polyphénol (Macheix et al., 2005).
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Les polyphénols constituent une grande classe de produits chimiques qui se trouve
principalement dans les tissus superficiels des plantes. Ils sont des composés photochimiques

polyhydroxylés et comprenant au moins un noyau aromatique a 6 carbones.

IlIs sont largement utilisés en thérapeutigue comme anti-inflammatoires,
vasoconstricteurs, inhibiteurs enzymatiques, antioxydants et anti-radicalaires et
antimicrobiens (Bouzabata, 2016 ; Eureka, 2016).

11.3.1.1. Classification des polyphénoles:

La classification des polyphénols est basée essentiellement sur la structure, le nombre de
noyaux aromatiques et les éléments structuraux qui lient ces noyaux (D’Archivio et al.,
2007).

On peut distinguer deux catégories : les composés phénoliques simples et les composés
phénoliques complexes (Long et al., 2010).

IIs subdivisent en sous classe principales; les acides phénols, les flavonoides, les lignines,
les tanins, les saponines, les polystéroles ou bien phytostanols. Les plus importants sont : les

acides phénoliques, les flavonoides et les tanines (Figure 03) (Salunkhe et al., 1990).

Polyphenols
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Figure 03 : Différentes classes des composés phenoliques (Salunkhe et al., 1990).




Chapitre 11 Les métabolites secondaires

11.3.1.1.1. Les acides phénoliques

Les phénols sont des composés chimiques aromatiques utilisés par les plantes comme
moyen de défense chimique contre les microbes et champignons (Igor, 2002). lls présentent
des propriétés biologiques intéressantes : anti-inflammatoires, antiseptiques urinaire, anti
radicalaires, cholagogues, hépatoprotecteurs, cholérétiques, immunostimulants (Bruneton,
1999).

Ils existent sous deux formes : dérivés de 1’acide benzoique et dérivés de I’acide

cinnamique (Figure 04).

A. Les acides hydroxycinnamiques représentent une classe tres importante dont la
structure de base (C6 — C3) dérive de celle de 1’acide cinnamique grace a des substitutions au

niveau du cycle aromatique.

B. Acides hydroxybenzoiques ce sont des dérivés de 1’acide benzoique et ont une
formule de base de type C6 -C1. lls sont particulierement représentés chez les gymnospermes
et les angiospermes), les acides hydroxybenzoiques existent fréquemment sous forme d’esters

ou de glucosides (Bruneton, 1993).

COH
CO,H =

(A) (B)

Figure 04 : Acides hydroxybenzoique (A) et hydroxycinnamique (B) (Chandrasekara,
2019).

11.3.1.1.2. Les flavonoides

Considérés comme des pigments quasiment universels des végétaux, souvent responsables
de la coloration des fleurs, fruits et parfois des feuilles (Bruneton, 1999). Le ginkgo, la

coriandre, le café, le thé vert, la tomate, la fraise, le cacao, sont des exemples de plantes
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médicinales comprenant des flavonoides (Causse, 2004). lls peuvent étre regroupés en
différentes classes selon le degré d’oxydation du noyau pyranique central, le noyau B relié a

I’hétérocycle C dans les positions 2, 3 (Figure 05).
v" Dans la position 2: le flavonoide est appelé Flavane.

v Si la position 4 de la flavane Porte un groupement carbonyl la flavane est appelé

Flavanone.

v Si la liaison C2-C3 dans le squelette de la flavanone est insaturée le composé est

nommé Flavone.

v Si le squelette est substitué en position 3 par un groupement hydroxyle il est désigné

par le nom de Flavonol.

v' Dans la position 3: le flavonoide est désigné par le terme lIsoflavane (Fraga et
Oteiza., 2011).

Flavonol
Flavone

Isoflavone ;
== ' @ cl
6 3
s < o
1 l \ chalcone
Anthocyanidin OH
Flavanol OH
c’K O HO. 0 ..0‘\\\@
@1:/\
O P
OH OH OH

Figure 05 : Les principales familles des flavonoides (Fraga et Oteiza., 2011).

14

——
| —



Chapitre 11 Les métabolites secondaires

11.3.1.1.3. Les tanins

C'est une substance amorphe contenue dans de nombreux végétaux, elles présentent
des propriétés antiseptiques mais également antibiotiques, anti-inflammatoires, anti-
diarrhéiques, hémostatiques et vasoconstrictrices (diminution du calibre des vaisseaux
sanguins) (Ali-Delille, 2013). Elles donnent un goit amer a 1’écorce ou aux feuilles et les

rendent impropres a la consommation pour les insectes ou le bétail (Eberhard et al ., 2005).

Sur le plan structural, les tannins sont divisés en tannins hydrolysables et tannins

condenseés (Figure 06) :
A. Tannins hydrolysables

Les tannins hydrolysables sont des polyesters de glucides et d'acides phénoliques. Ils
peuvent étre dégradés par hydrolyse chimique ou enzymatique en oses et en acides
phénoliques.

B. Tannins condensés

Les tannins condensés sont des polymeres flavanoliques complexes, résultent de la
polymérisation des unités de flavan-3-ols et/ou les flavan-3,4-diols. Ils ne renferment pas de
sucres dans leurs molécules et ne sont hydrolysés seulement qu’en présence d’acide fort ou

d’agents d’oxydation (Amarowicz et Janiak., 2019).

HO  OH
HO
0
oH 0 0 OH
o . ) OH
o )
HO o 0 OH
0 0
OH
HO OH
OH HO  OH

A)

Figure 06 : Structure de tannins hydrolysables (A) et de tannins condensés (B) (Amarowicz
et Janiak., 2019).
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11.3.1.1.4. La lignine

Composés qui s'accumulent au niveau des parois cellulaires (Tissus sclérenchymes ou
le noyau des fruits), au niveau de seve brute qu'ils permettent la rigidité des fibres, ils sont le
résultat d'association de trois unités phénoliques de base dénommées monolignols de
caractere hydrophobe (Guelmine, 2018).

11.3.1.1.5. Les coumarines

Les coumarines, de différents types, se trouvent dans de nombreuses especes végétales
et possedent des propriétés tres diverses. Elles sont capables de prévenir la peroxydation des
lipides membranaires et de capter les radicaux hydroxyles, superoxydes et peroxyles (lgor,
2002). Certaines coumarines contribuent a fluidifier le sang (Melilotusofficinalis) alors que
d’autre, soignent les affections cutanées (Apiumgraveolens). Rapidement métabolisées au
niveau du foie en 7 hydroxy- coumarine (Figure 07), elles peuvent rarement induire une

hépato nécrose sévere (Habibatni, 2009).

Figure 07 : Structure chimique des acides coumariques (Macheix et al., 2005).
11.3.1.1.6. Les anthocyanes

Sont issus de 1’hydrolyse des anthocyanides (flavonoides proches des flavones), qui
donnent aux fleurs et aux fruits leurs teintes bleue, rouge ou pourpre. Ces puissants
antioxydants nettoient I’organisme des radicaux libres. 1Is maintiennent une bonne circulation,
notamment dans les régions du cceur, des mains, des pieds et des yeux. La mure sauvage
(Rubusfruticosus) et la vigne rouge (Vitisvinifera) en contiennent beaucoup (Messioughi,
2010).
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11.3.1.1.7. Les saponines

Le terme saponosides est dérivé de mot savon, sont des terpénes glycoslysés comme
ils peuvent aussi se trouve sous forme aglycones, ils ont un gol(t amer et acre (Hopkins,
2003).

11.3.2. Les alcaloides

Les alcaloides figurent parmi les principes actifs les plus importants en pharmacologie
et en médecine (Dellile, 2007). Ce sont des substances organiques azotées (Figure 08), de
caractere alcalin et de structure complexe (noyau hétérocyclique), on les trouve dans plusieurs
familles des plantes, la plupart des alcaloides sont solubles dans I'eau et I'alcool et ont un gout

amer. Certaines d’entre elles sont toxiques (Lehmann, 2015).

OH
H,N

O

Figure 08 : Structure de base des alcaloides (Marouf et Reynaud., 2007).

Selon leur structure chimique et surtout leur structure moléculaires, on peut diviser les

alcaloides en plusieurs groupes :
e Phenylalanines: capasaicine du piment, colchicine du colchique.

e Alcaloides isoquinoléiques: morphine, ethylmorphine, codéine et papavérine

contenus dans I’opium du pavot.
e Alcaloides quinoléiques: tige feuillée de la rue commune.
e Alcaloides pyridiques et pipéridiques: ricine du ricin, trigonelline du fenugrec.

e Alcaloides derivés du tropane: scopolamine et atropine de la belladone.
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e Alcaloides stéroides: racine de vératre, douce-amere ou aconite (aconitine) par
exemple (Volack et Stodola., 1983).

11.3.3. Terpénes et stéroides :

> Les terpénoides sont une large famille de composés naturels de caractére souvent
lipophiles, leurs grandes diversités est due au nombre de bases qui constituent la
chaine principale de formule (C5H8) n, selon la variation de nombre non distingue les

monoterpenes, les diterpenes, les triterpénes, ...etc.

> Les stéroides sont des graisses végetales. Elles pourraient jouer un rdle important
dans état de fonctionnement du system immunitaire et possédent moins de 30 atomes
de carbone, synthétisés a partir d'un triterpéne acyclique (Xavier, 2015), le plus
représentatif est le cholestérol (Figure 09) (Eberhard et al., 2005).

HO

Figure 09 : Structure chimique de Cholestérol (Eberhard et al., 2005).
11.3.4. Les huiles essentielles

Sont des substances huileuses, volatiles et odorantes qui sont sécrétées par les plantes
aromatiques que l'on extrait par divers procédés dont I’entrainement a la vapeur d’eau et
I’hydro distillation (Iserin et al., 2007), par pressage ou incision des vegétaux qui les

contiennent (Guy, 1997).

Elles sont solubles dans les lipides et les solvants organiques et possédent une densité

inferieur a celle de I’eau.

Grace a leurs activités antimicrobiennes, antifongiques, antiparasitaires et a leurs

fragrances, les HES sont utilisées dans les domaines pharmaceutique, alimentaire,
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cosmétique... Néanmoins, une seule huile peut avoir plusieurs utilisations a la fois (Bakkali

etal ., 2008).
11.4. Rble des métabolites secondaires :
» Chez les plantes

Des travaux plus anciens ont montré que les phénols sont associés a de nombreux
processus physiologiques: croissance cellulaires, différenciation, organogenese, floraison et
tubérisation (Albert, 1998).

Une des fonctions majeures des flavonoides est de contribuer a la couleur des plantes

notamment a celle des fleurs. On peut également noter que les flavonoides :

v' lls assurent la pigmentation des fleurs, des fruits et des graines pour attirer les
pollinisateurs et les disperseurs de graine, llIs sont universellement présents dans la
cuticule foliaire et dans les cellules épidermiques de feuilles, ils sont susceptibles
d'assurer la protection des tissus contre les effets nocifs des rayonnements UV en
absorbant a la fois ces radiations et les espéces réactives de 1’oxygene formées (Hadi,

2004).

v Jouer un réle dans la protection des plantes (Repoussant certains insectes par leur

godt désagréable)

v Le contrdle de la croissance et du développement des plantes en interagissant d’une

maniere complexe avec les diverses hormones végétales de croissance.

v Jouent un role de phytoalexines, c'est-a-dire de métabolites que la plante synthétise en
grande quantité pour lutter contre une infection causée par des champignons ou par
des bactéries (Maillard, 1996).

> Chez ’homme :

Les métabolites secondaires végétaux ont des intéréts multiples mis a profit dans
I’industrie : En alimentation, en cosmétologie et en pharmacie. Ces composés sont en grande

mesure illustrés en thérapeutique (Bahorun, 1997).

v En médecine : Les métabolites secondaires qui font la base des remedes pour

I’homme sont utilisés en :
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- Urologie, dermatologie, gastrites aigues, toux, ulceres d’estomac, laxatifs,

sommeil.

- Systemes cardiovasculaires, par exemple

Flavoce est un médicament

constitué par la flavone non substitué en combinaison avec la rutine et

isoquercetine est utile dans le traitement de 1’athérosclérose.

v En alimentation :

Les épices et les herbes aromatiques contenants des diverses

métabolites sont considérées comme condiments et aromates.

v' En cosmétique :

d’hygiéne (Mohammedi, 2006).

» Role biologique :

Des produits de beauté, parfums et articles de toilette, produits

Les métabolites secondaires sont une multitude d’activités biologiques dépendant de leur

structure chimique (Tableau 02).

Tableau 02 : L’activité biologiques des quelques métabolites secondaires.

Meétabolites secondaires

Activités biologiques

Auteurs

Acides Phénoliques

-Antibactériens

-Antifongiques

(Bruneton, 1999 ;
Hennebelle, 2006).

-Antioxydants
Coumarines -Protectrices vasculaires (Mabry et Ulubelen, 1980 ;
-Antioedémateuses Bruneton 1999;
Hennebelle, 2006).
-Anticoagulant
-Antioxydant
Flavonoides -Antitumorales (Stavric et Matula, 1992 ;

-Anticarcinogenes
-Anti-inflammatoires
-Hypotenseurs et diurétiques

-Antimicrobienne

Bruneton, 1993: Aruoma et
al., 1995 ; Ohemeng, 1993)
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-Antivirale
-Détoxyfiant
-Antioxydant
-Anti-thrombotique
-Antiallergique
-Antiulcéreuse

-Hypotenseur diurétique

Anthocyanes

-Protection des veines et

capillaires

-Anti oxydant

(Bruneton, 1993)

Tanins

- Anti-diarrhéique
-Cicatrisante
-Vasoconstricteur
-Antimicrobienne
-Antivirale
-Anti-inflammatoire
-Antimutagéne

-Antioxydant

(Hong et al., 2000; Kaur et
al., 2000 ; Merghem., 2009)

Alcaloides

-Antitussifs
-Anti-arythmiques

-Antipaludiques

(McCalley, 2002 ; Stockigt
et al., 2002)

Saponosides

-Antitumoreux
-Antimicrobiens
-Antiappétants
-Anti-inflammatoires

-Hémolytique

(Bruneton, 1999).
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I11.1. Activité antibactérienne :

L’activité antibactérienne correspond a activité d’une molécule ou composé present au

sein d’un végétal qui a trés faible concentration, inhibe le développement d’une bactérie ou la

tue (Pibiri, 2006).

La sensibilité d’une bactérie a un antibactérien varie selon la nature de 1’antibactérien.

Et peut étre treés différente selon la souche d’appartenance (Mogode, 2005).
I11.1.1. Bactéries

Les bactéries sont des organismes procaryotes, c’est-a-dire qu’ils ne contiennent pas
de noyau. Le matériel génétique est présent dans le cytoplasme sous forme d’un chromosome

unique circulaire.

Malgré cette simplicité structurelle, il existe une grande diversité dans la forme des
cellules lorsqu’elles sont observées au microscope peut étre sphérique (cocci), en batonnet
(bacilles), incurvée (vibrions) ou spiralée (spirochétes), les détails de leur structure ne sont

visibles qu’en microscopie électronique (Nauciel et Vildé., 2005).

Pour se développer, les bactéries doivent trouver dans le milieu extérieur des
conditions physico-chimiques favorables nécessaires, ainsi que des aliments qui répondent a
leurs besoins énergétiques fondamentaux et spécifiques. Sur le plan pratique, le milieu de
culture congu par I'nomme pour I'étude des bactéries répond a ces besoins, on I'appelle donc
milieu de culture (Mogode, 2005).

111.1.1.1. Morphologie et structure des bactéries

Une bactérie est un microbe formé d’une seule cellule, constituée d’un noyau, isolé ou
diffus, un protoplasme contenant des granulations et des vacuoles, et une paroi parfois d’une

capsule.

Les bactéries ont généralement un diameétre inférieur (de 0,5 um a 1um de largeur et
de 0,5 a 0,8 um de longueur) et appartenant a une zone de transition entre le régne animal et le
regne vegeétal, on peut les voir au microscope optique, a 1’état frais ou aprés coloration
(Nicklin et al., 2000).
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e La cellule est enveloppée par une paroi rigide, qui lui donne sa forme et sa résistance.
Epaisse chez les bactéries a gram positif et plus mince chez les bactéries a gram
négatif.

e La paroi entoure une membrane cytoplasmique, plus fine et plus délicate. Les
bactéries a gram négatif possédent une seconde membrane, qui est la membrane
externe pour la distinguer de la membrane cytoplasmique, dite interne.

e Le cytoplasme sous-jacent contient essentiellement des granulations d'acide
ribonucléique, les ribosomes ainsi que des substances de réserve comme le glycogéne.

e Mésosomes (intracytoplasmiques) qui sont le plus souvent étroitement associés a
I'appareil nucléaire (role de fixation).

e D'autres composants peuvent étre présents comme les flagelles, la capsule, les
fimbriae, les pili sexuels (Figure 10) (Leclerc et al., 1995).

Ribosome  Cytoplasme

Paroi cellulaire

Mésosome Flagelle
Capsule

ADN Nucléaire
Membrane plasmique

Figure 10 : Structure d'une bactérie (Leclerc et al., 1995).
111.1.1.2. Culture des bactéries

On utilise habituellement pour cultiver les bactéries des milieux complexes a base
d’extraits ou d’hydrolysats enzymatiques de viandes. Ces milieux peuvent étre liquides
(bouillons) ou solides. La solidification des milieux est obtenue par I’addition de 1’agar, un
extrait d’algues qui a la propriété de fondre a I’ébullition et se solidifier & des températures
inférieures a 40°C.
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En milieu liquide, les bactéries se dispersent librement et leur multiplication se traduit
par un trouble, le plus souvent homogéne. Sur un milieu solide, lorsque la quantité de
bactéries est faible, chaque bactérie va pouvoir se multiplier sur place jusqu’a former un amas
de bactéries visible a I’ceil nu, que I’on appelle colonie (Si la densité bactérienne est trop
¢levée dans I’échantillon ensemencé, les colonies sont confluentes et forment une nappe).
L’emploi de milieux solides permet ainsi le dénombrement des bactéries viables dans un
échantillon (Nauciel et Vildé., 2005).

111.1.1.3. Classification des bactéries

On peut distinguer deux grandes classes de bactéries, caractérisees par une architecture
distincte de la paroi cellulaire qui les entoure. C’est a I’aide d’une coloration dite coloration
de Gram (du nom du médecin qui 1’a découverte) que ’on parvient a différencier ces
bactéries, elles seront alors soit Gram positives ou Gram négatives. Structurellement c¢’est

I’épaisseur du peptidoglycane qui permet ce classement.

> Bactérie Gram positives : Si le peptidoglycane est épais et riche, Se comportent
comme des bactéries opportunistes et sont souvent a Il'origine d’infections
nosocomiales. 1l s'agit souvent de bactéries résistantes a de nombreux antibiotiques .1ls
apparaissent colorés en violet au microscope lorsqu'on emploie la technique de

coloration de Gram.

> Bactérie Gram négatives : Si le peptidoglycane est fin et composé en majorité de
lipide (Bianchi et al., 2013). Les bactéries a Gram négatif présentent une vaste
catégorie de micro-organismes qui sont incapables de détenir une coloration de cristal
violet en raison de la structure distincte de leur paroi cellulaire (Pierre et Marie.,
2003).

111.1.2. Principales substances antimicrobiennes :

Les substances antimicrobiennes sont des substances capables de tuer les microbes et

empécher leur croissance, par :

e La nature du microorganisme
e De I’agent antimicrobien

e De I’environnement (Meyer et Deiana., 1988).
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111.1.3. Données générales sur les bactéries testées :
» Escherichia coli ATCC 25922

C’est une bactérie a gram négatif commensal du tube digestif de I’homme et de
I’animal (Steven, 2004), apparentant a la famille des Entérobactérie et au genre Escherichia,
souvent mobiles, mais parfois immobiles, isolées pour la premiére fois par Thomas
Escherich en 1855.

C’est I’espece dominante de la flore aérobie du tube digestif. De forme non sporulée,
de type aérobie facultative, généralement mobile grace aux flagelles, sa longueur varie de 2 a
6 um, alors que sa largeur est de 1,1 a 1,5 um, E.coli représente la bactérie la plus impliquée
dans les infections aigues d’appareil urinaire, elle provoque également les diarrhées d’été,

diarrhée infantile et les intoxications alimentaires (Percival, 2004).
» Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

Un certain nombre de bacilles a Gram négatif de I'environnement se comportent
comme des bactéries opportunistes et sont souvent a l'origine d'infections nosocomiales. Il
s'agit souvent de bactéries résistantes a de nombreux antibiotiques. Une des plus redoutables

est Pseudomonas aeruginosa (Philippon, 1995).

Ces bactéries fines sont de 1.5 a 3 um de long et 0.5 a 0.8 um de large. Elles sont
mobiles grace a une ciliature de type polaire monotriche, ce type de bactéries possede un
aspect de « vol moucheron ». P.aeruginosa ne forme ni spores ni sphéroplastes. Elle est
responsable de 10% de I’ensemble des infections nosocomiales, occupant le 3éme rang apres
E.coli et S.aureus, mais le ler rang pour les infections pulmonaires basses et le 3éme rang

pour les infections urinaires (Steven et al., 2004).
» Staphylocoques aureus ATCC 25923

C’est une bactérie a gram positive sphérique ubiquitaire qui forme des amas réguliers
ou irréguliers en grappe de raisin. Sont des bactéries impliquees dans des pathologies variées
et de degrés de gravité divers. Elles sont un des premiers agents responsables d'infections
nosocomiales (infections contractées en milieu hospitalier) mais elles peuvent aussi étre

contractées en dehors de I'ndpital (infections dites communautaires).
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Leur habitat naturel est I'nomme et I'animal. Elles font partie de la flore cutanée
naturelle et colonisent particulierement les muqueuses externes. Cependant, ces bactéries sont
fréquemment retrouvées dans I'environnement (eaux non traitées, sols, objets souillés)
(Leclerc et al., 1995).

> Bacillus subtilus ATCC 10987

Les espéces du groupe Bacillus subtilus sont des bacilles de grande taille (>1.0 um) a
Gram positif, généralement mobiles grace a une ciliature péritriche. Ils se distinguent des
autres Bacillus essentiellement par leur aptitude a croitre en anaérobiose. Les especes du
groupe sporolé sont tres répandues dans la nature et sont souvent isolées du sol, de la
poussiére ou de la surface de végétaux, ce qui favorise leur propagation dans les aliments.
Certaines espéces sont aussi capables d’infecter des mammiferes et/ou des insectes (Kunst et
al., 1997).

111.1.4. Méthodes d’étude de I’activité antibactérienne

Une technique utilisée en bactériologie médicale, a été réalisé¢ pour étudier 1’activité
antibactérienne in vitro, ils sont capables de données des résultats différents selon les

conditions adoptées par chaque manipulateur, appelé :
e Antibiogramme (ATB)
e Méthode par diffusion en milieu gelosé
e Meéthode des disques.

Cette méthode a I’avantage de s’appliquer a un trés grand nombre d’espéces

bactériennes (Pibiri, 2006).
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Notre étude expérimentale a été réalisé au niveau des laboratoires pédagogiques du
Centre Universitaire Abdelhafid BOUSSOUF-Mila, comporte quelques aspects d’ordre
techniques concernant I'étude phytochimiques, 1’évaluation du rendement d’extraction et
I’activité antibactérienne des extraits bruts méthanolique et aqueux de Trigonella foenum-

graecum L.
I.1. Matériel :
1.1.1. Matériel végétal

Les graines de Trigonella foenum-graecum L. ou « EI’helba » qui ont fait I’objet de
cette étude, sont achetées durant le mois de Mars 2022 auprés d’un herboriste dans la wilaya
de Mila, selon ce dernier ces graines sont cultivées en Algérie. Elles sont conservees loin

d’humidité jusqu’a utilisation.
1.1.2. Réactifs utilisés :

1. Réactif de Wagner
Ce réactif est composé d'un mélange de 1.27g d'lode et 2.0g d'lodure de
potassium dissout dans 75ml d'eau distillée. Ce mélange est jaugé jusqu'a I'obtention
de 100ml de la solution.

2. Réactif de Liqueur de Fehling.
1.1.3. Les souches bactériennes utilisées

Pour mettre en évidence la capacité antibactérienne des extraits de la plante, un total

de 4 souches microbiennes a été utilisé :

v Deux Bactéries a Gram positif : Staphylococcus aureus ATCC 25923, Bacillus cereus
ATCC 10987.

v' Deux bactéries a Gram négatif : Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853.

Que nous avons recu de M™ AMMARI Salima et M™ BENSERADJ Wafa.

Toutes les souches bactériennes utilisées dans I'étude ont été maintenues & 4°C sur un

milieu agar nutritif.
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1.2. Méthodes :
1.2.1. Préparation des échantillons

Pour faciliter I’extraction des extrais bruts a partir des graines de Trigonella foenum-
graecum L., deux opérations de prétraitement de ces matériels ont été effectuées : séchage et
broyage (Figure 11).

> Séchage

Aussitot apres I’obtention du matériel vegétal, les graines préalablement débarrassées
de toutes impuretés ont été lavées a I'eau du robinet puis ont été séchées a température

ambiante dans un endroit aéré a I’abri de I’humidité et ombragé pendant plusieurs jours.
» Broyage

La réalisation de cette étape doit étre minutieuse et non dénaturante pour permettre
I’obtention d’une poudre vegetale fine et homogeéne. Les graines séchées sont ensuite
broyées a I’aide d’un broyeur électrique jusqu’a I’obtention d’une poudre. La poudre
obtenues a été tamisée et conservées a I’abri de la lumicere et de la chaleur jusqu'a son

utilisation.

Figure 11 : Séchage et Broyage du Trigonella foenum-graecum L.
(Photo personnelle, 2022).
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1.2.2. Préparation des extraits :
+ Principe

L’étape d’extraction est considérée comme une étape primordiale d’analyse et
d’identification des molécules bioactives. L’extraction de produits naturels est généralement
de type solide-liquide. Une méthode dite traditionnelle, comme la macération, était jusqu’ici

utilisée et considérée comme technique de choix pour extraire les composés naturels.
» Préparation de I'extrait éthanolique

L'extrait éthanolique a été préparé par I’ajoute de 100ml Ethanol/eau (70 / 30%) a 5¢
de poudre en obscurité, a une température ambiante, avec agitation modéré d’une vitesse de
100Hz continue pendant 24h, ce qu’on appelle macération prolongée. Aprés on fait une
filtration sur un papier filtre pour obtenir un filtrat. La méme opération est répétée trois fois
(trois cycles). Le filtrat des trois cycles est évaporé a sec a I’aide d’un rota vapeur 60 °C.

Les extraits sont extraites par la méthode de macération prolongée a température
ambiante par le méthanol selon la méthode décrit par Abaza et al, (2007) avec quelques

modification I’extraction est représenté indique dans le schéma suivants (Figure 12):
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Matériel vegetale (5g)

~

100 ml Ethanol/eau
70/30%)

=
.
~

Filtrat

\/

Réunion des
filtrats

!:iii:f' —

La macération est répétée 3 fois

Résidu

Y e

Conservation a

température
ambiante
jusqu’a
utilisation

Figure 12 : Protocole d’extraction par macération des extraits éthanoliques (Abaza et al.,

2007).
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> Préparation de I'extrait méthanolique

+ Principe

La macération est la méthode d'extraction solide/liquide la plus simple. Elle consiste
en la mise en contact du matériel végétale avec le solvant, a température ambiante et a

I'obscurité pour une durée déterminée.

Cette méthode d’extraction a été effectuée selon le protocole décrit par Adil et al.,
(2012) (Figure 13).

» Dans un Erlenmeyer, 5g de la poudre est ajouté au 100ml du méthanol a 25% et met
sous agitation mécanique pendant 24h.

» Aprés on fait une filtration sur un papier filtre pour obtenir un filtrat. La méme
opération est répétée cing fois (cing cycles).

» Le filtrat des cinq cycles est évaporé a sec a I’aide d’un rota vapeur.

» L’extrait obtenu est mis dans une boite de pétré en verre dans 1’étuve jusqu’a séchage

pondant 24h, puis conservé a 4°C jusqu’a utilisation.

La méme opération est répétée avec les autres concentrations du méthanol (50%, 75%,

100% methanol et extrait aqueux).
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100 ml méthanol (25%,50%,
75%, 100%0) et extrait aqueux.

Matériel vegetale (5g)

Agitation 24 \

Résidu

\_/ Extrait sec

Filtrats
p——
~~ A
Réunion Rota vapeur 60°C F
des g ol Etuve a 40 °C
filtrats 5 B vy o

B

Figure 13 : Protocole d’extraction par macération des extraits méthanoliques et extrait

aqueux (Adil et al., 2012).
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1.2.3. Screening phytochimique :

Les tests phytochimiques sont des tests purement qualitatifs permettant de mettre en
évidence et de caractériser les différents groupes chimiques contenus dans les extraits
végetaux, basées sur des réactions de coloration et/ou de précipitation, des observations sous

lampe UV peuvent étre aussi utiles.

La mise en evidence des métabolites secondaires est faite par la méthode de réaction

en tubes. Les résultats sont classés comme suit :
v Réaction (absence) : -
v Réaction (présence) : +
a) Recherche des substances poly phénoliques

La caractérisation des polyphénols est basée sur une réaction au chlorure ferrique
(FeCl3), @ 2ml de I’extrait, une goutte de solution alcoolique de chlorure ferrique a 2% est
ajoutée. L ’apparition d’une coloration bleu noiratre ou verte plus ou moins foncée fut le signe

de la présence des polyphénols (Békro et al., 2007).
b) Recherche des saponines

Test de mousse dans un tube a essai, introduire 2ml de 1’extrait a analyser, ajouter 2ml
d’eau distillée chaude, agiter pendant 15 secs et laisser le mélange au repos pendant 15min.
Une hauteur supérieure a 1cm d’une mousse indique la présence des saponines (Harborne,
1998).

c) Recherche des tanins

La présence des tanins est mise en évidence en ajoutant, Iml de I’extrait, Iml d’eau
distillée et 1 & 2 gouttes de solution de FeCls diluée. L apparition d’une coloration vert foncé

ou bleu-vert indique la présence des tanins (Trease et Evans., 1987).
d) Recherche des flavonoides

On trempe 10g de la poudre dans 150ml d'acide chlorhydrique a 2 % pendant 24h, on
filtre et on procede aux tests suivants: On ajoute a 5ml du filtrat, des gouttes di KOH diluée.
L'apparition d'une couleur jaune prouve la présence des flavonoides (Benwghi, 2001;
Chaouch, 2001).
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e) Recherche des alcaloides

Nous avons procédé a une macération sous agitation pendant 2h de 2g de la poudre
végetales dans 40ml de HCL dilué a 1%, ce mélange est ensuite filtré. Dans un tube a essai,
introduire 5ml de filtrat et ajouter quelques gouttes de réactif Wagner. L’apparition d’une

couleur marron indique la présence des alcaloides (Chaouch, 2001).
f) Recherche des composés réducteurs (glycosides)

Pour détecter ces molécules, un mélange constitué de 2ml d’extrait, 2ml d’cau distillée
et 20 gouttes de liqueur de Fehling est chauffé a 90°C dans un bain marie, un test positif est

révélé par la formation d’un précipité rouge brique (Trease et Evans., 1987).
g) Recherche des coumarines

Le résidu d’extrait est dissout dans 2ml d’eau distillée chaude. Le mélange est partagé
dans deux tubes. On ajoute a un des tubes 0.5ml de NH,OH 25%, ensuite, une goutte de
chaque tube est prélevée puis déposée sur un papier filtre qui sera observé sous UV a 366 nm
(Bruneton, 1999). Une fluorescence intense est observée pour le tube contenant le NH;,OH

indique la présence des coumarines.
h) Recherche des quinones libres

Sur un volume de notre extrait, on ajoute quelques gouttes de NaOH 1%. L’apparition

d’une couleur qui vire au jaune, rouge ou violet indique la présence des quinones libres

(Oloyede, 2005).
i) Recherche des huiles

La présence des huiles est mise en évidence en ajoutant, 10g de la poudre dans la
cartouche du soxhlet et 250ml éthanol dans la boule, aprés 30mn si on observe une couche
mince huileuse transparente sur les parois de la verrerie, indique la présence d’huile, apres le
mélange est évaporé a sec a 1’aide d’un rota vapeur pour éliminer le solvant et la récupération
de I’huile (Trease et Evans., 1987).
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|.2.4. Rendement d’extraction
Le rendement d’extraction (%) est calculé par la formule suivante :
R(%)=M /M, x 100
R (%) = Masse de I'extrait sec.
Mo: Masse en gramme du matériel.
M : Masse en gramme de 1’extrait sec résultant (Harborne, 1998).
1.2.5. Evaluation de P’activité antibactérienne :
+ Principe

Le principe de cette méthode consiste & réaliser une culture bactérienne sur milieu
gélose nutritive, en présence de disques imbibés d’extrait de plante. Si ces derniers ont une
activité antibactérienne, on observera une zone d'inhibition autour du disque due a la diffusion
des échantillons dans le milieu (Bauer et al., 1966). Le diamétre de ces derniers est
proportionnel a I’activité bactériostatique de 1’extrait sur la souche testée. Plus il est grand,
plus la souche est dite sensible. Cette activité peut s’exprimer directement en indiquant le

diamétre de la zone d’inhibition en millimétre (Ofeogbu et al., 2013).

Le test a porté sur tous les extraits méthanoliques et aqueux du Trigonella foenum-

graceum L. Préparés précédemment.
+ Souches bactériennes testées
Le support microbien est composé de souches ATCC :

> Deux Bactéries a Gram positif : Staphylococcus aureus ATCC 25923, Bacillus cereus
ATCC 10987.

> Deux bactéries a Gram negatif : Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853.

1.2.5.1. Préparation des milieux :

Selon Bauer et al., (1966). La préparation des milieux effectués par les méthodes

suivantes :

35

——
| —



Chapitre | Matériel et méthodes

> Préparation de milieu Mueller Hinton (MH)

Le milieu MH a été préparé pour le but du repiquage des souches bactériennes et

d’évaluation de I’activité antibactérienne.

Pour la préparation de la gélose Mueller Hinton dans un erlenmeyer on introduit 38g
de MH avec 1000ml d’cau distillée, le mélange obtenu semait sous agitation continue a une
température élevé sur une plaque chauffante jusqu'a le bouillage, le milieu sera divisée dans

des flacons en verre (Figure 14).

armarer

Figure 14 : Préparation de milieu Mueller Hinton (MH).
» Préparation de milieu Bouillon Nutritif (BN)

Le bouillon nutritif est utilisé pour la vérification de la vitalité des bactéries et la

réactivation et I’entretien des souches bactériennes.

Par I’ajoute de 2g de BN a 1L d’eau distillé sous agitation pendant quelques minutes
jusqu'a dissolution compleéte, la solution sera divisée dans des tubes en verre a vesse (Figure
15).
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Figure 15 : Préparation de milieu Bouillon Nutritif (BN).
» Préparation de I’eau physiologique

L’eau physiologique est préparée pour I’ensemencement des souches. Elle est réalisée
par solubilisation de 0.9g de NaCl dans 100ml d’cau distillée avec agitation pendant quelques

minutes et divisée dans des tubes en verre a vesse (Figure 16) (Bauer et al., 1966).

¥

L

(KRR

Figure 16 : Préparation de 1’eau physiologique.

» Préparation des disques d’aromatogramme

Une feuille de papier Wattman N°3 est coupée en disques de 6mm de diamétre.
Ensuite ils sont mis dans un tube en verre a vesse, et stérilisés a l'autoclave et conservés

jusqu'a l'utilisation (Figure 17).
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Figure 17 : Préparation des disques d’aromatogramme.
> Stérilisation du matériel

Le milieu de culture MH, I’eau physiologie, BN, les tubes a vis, les disques préparés,
(les pinces et les embouts enrobées dans du papier aluminium), ont été stérilisés a 1’autoclave

a121°C pendant 20min (Figure 18).

Figure 18 : Stérilisation du matériel a I’autoclave.
> Réactivation des souches bactériennes

Les souches bactériennes ont été réactivées dans un Bouillon Nutritif et incubées a
37°C pendant 24h (Figure 19).
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Figure 19 : Réactivation des souches bactériennes.
> Repiquage des souches bactériennes

Afin d’obtenir une culture jeune, et des colonies isolées les différentes souches
bactériennes ont été repiquées par la méthode des stries sur gélose nutritive en boite de pétri.
A I’aide d’une anse de platine stérile, puis incubées a I’é¢tuve a 37°C pendant 18 a 24h, qui ont

servi a préparer I’inoculum bactérien (Figure 20).

Figure 20 : Repiquage des souches bactériennes.

> La dilution d’extraits

Les différents extraits de Trigonella graceum-foenum L. Ont éte dilués par les mémes
solvants utilisés pendant la macération (les extraits aqueux par I’eau distillée, les extraits

méthanoliques par méthanol) (Figure 21).
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Les dilutions des extraits sont réalisées a analyses selon les méthodes suivantes :
» SM: 100mg d’extrait avec 1ml de MeOH [100%].
» TY%:0,5ml d’extrait de SM avec 0.5ml de MeOH [50%)].
» TY%:0.5ml d’extrait de T avec 0.5ml de MeOH [25%)].

»  T%:0.5ml d’extrait de T" avec 0.5ml de MeOH [12.5%)].

Figure 21 : La dilution d’extraits.

» Préparation de ’inoculum bactérien
e Apres la stérilisation de zone de travail avec I’eau de javel.

e A T’aide d’un écouvillon, quelques colonies bien isolées et identiques de chaque
souche bactérienne a tester sont alors raclées, déchargées dans un tube contenant 10ml

de I’eau physiologique stérile a 0.9% puis homogénéisées a 1’aide d’un vortex.

¢ Nous avons fait la lecture de la suspension bactérienne a une densité optique de (0.08 a

0.10), a la longueur d’onde 625nm.

e [’ensemencement doit se faire au moins en quelques minutes qui suivent la

préparation de I’inoculum (Figure 22) (Younsi et al., 2010).
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Figure 22 : Préparation de I’inoculum bactérien.
» Coulage de milieux de culture MH

On verse le milieu de culture (MH) stérilisé par I'autoclave dans des boites de pétrie a
4mm de hauteur prés du bec benzéne pour assurer une stérilisation parfaite jusqu'a la
solidification (Figure 23).

Figure 23 : Coulage de milieux de culture MH.
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» Ensemencement bactérienne

Aprés la préparation et I’identification des boites de pétri nous avons fait
I’ensemencement des bactéries dans un milieu stérile en présence de bec benzene.

L’ensemencement est réalisé par écouvillonnage sur boites de pétri.
e Tremper un écouvillon stérile dans la suspension bactérienne.

e [L’essorer en le pressant fermement, sur la paroi interne du tube, en le tournant, afin de

le décharger au maximum.

e Frotter I’écouvillon sur la totalité de la surface gélosée séche, de haut en bas, en stries

serrées.

e Répéter I’opération trois fois en tournant la boite de Pétrie de 60° a chaque fois. Finir

I’ensemencement en passant 1’écouvillon sur la périphérie de la gélose.

e Recharger I’écouvillon a chaque fois dans le cas ou on ensemence plusieurs boites de

Pétri avec la méme souche (Figure 24) (Bendahou et al, 2007).

Figure 24 : Ensemencement bactérienne.

> Dépots des disques et I’injection des extraits

e A I’aide d’une pince stérilisée au bec benzéne les disques de papier Wattman de 6mm
de diameétre sont placés délicatement sur la surface de la gélose MH ensemencées par
les souches testées (Figure 25A).
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e On a ajouté 10ul de chaque dilution des extraits méthanoliques (SM / T2/ T¥a [ T'% et

extraits aqueux) sur les disques a I’aide d’une micro pipette (Figure 25B).
¢ Finalement, les boites de Pétri sont incubées pendant 24 heures a 37°C.

Il faut assurer la stérilisation de la zone et le matériel de travail avant, aprés et au cours du
travail avec ’eau de javel concentré, et prés du bec benzene ; la stérilisation est une étape

vraiment nécessaire pour réaliser un bon résultat sans contamination.

Figure 25 : Dépots des disques (A) et I’injection des extraits (B).

> Lecture

L’effet des extraits est se traduit par ’apparition d’une zone transparente autour de

disque correspondant a I’absence de la croissance bactérienne.

La lecture se fait par la mesure du diamétre en (mm) de la zone d’inhibition autour de
chaque disque a I’aide d’une régle. Les résultats sont exprimés par le diameétre de la zone
d’inhibition, le diamétre d’inhibition rapportée est inclus en diameétre du disque de papier
(6mm). Plus le diamétre de cette zone est grand plus la souche est sensible (Boudjouref,
2011).
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I1. Résultats et Discussions :

11.1. Screening phytochimique :

11.1.1. Résultat

L’évaluation préliminaire de la composition phytochimique de Trigonella foenum-

graecum L. a permis de mettre en évidence la présence et I’absence de différents constituants

chimiques. Ces derniéres reposent sur des phénomenes de précipitation ou de coloration par

des réactifs spécifiques a chaque catégorie de composés et des observations sous lampe UV

peuvent étre aussi utiles (Tableau 03).

Tableau 03 : Résultats des tests phytochimique des graines de Trigonella foenum-graecum L.

Test Résultat Description des résultats Photo

Les résultats de test des
Test des flavonoides ont donné une couleur
flavonoides tt jaune dans I’extrait de Trigonella
foenum-graecum L. ce qui signifie

que le test est positif.
Le test des alcaloides, nous a
Test des donné wun résultat trés positif,
alcaloides i indiqué par l'apparition d’une

coloration marron.
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Nous avons remarqué la présence
Test des de la couleur verte foncé qui
acides o+ indique la présence des substances
phénoliques phénoliqgue dans [D’extrait de
Trigonella foenum -graecum L.
On a remarqué 1’absence des
fluorescences dans [’extrait de
Test des )
) . Trigonella foenum-graecum L.
coumarines L
qui signifie que le teste de
coumarines est negative.
La formation d’un précipité rouge
Test des brique, indique la présence des
glycosides +F glycosides dans [D’extrait du
Trigonella foenum-graecum L.
avec une quantité importante.
Présence de la mousse dans
Test des I’extrait de Trigonella foenum-
+

Saponosides

graecum L. indique la présence
des saponines.
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Le test des tanins, nous a donné
Test des ; o
) 4+ un résultat positif, indique par
tanins . )
l'apparition d’une coloration verte.
On observe une couche mince
Test des huileuse transparente sur les
huiles 4+ parois de la verrerie et I’émersion
essentielles d’une odeur trés forte, on I’a
récupérée avec évaporation a sec.
L'apparition de La coloration qui
Test des vire au jaune confirme la présence
. + . :
quinones des quinones dans [D’extrait de
Trigonella foenum-graecum L.

(+++): Test fortement positif.

(++): Test positif.

(+) : Test faiblement positif.
(-) : Test négatif.
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11.1.2. Discussion

Dans cette étude, nous avons réalisé un screening phytochimique sur les grains du
Trigonella foenum-graecum L. Afin de détecter la richesse du cette plante en métabolites
secondaires. Les résultats obtenus montrent que cette plante est riche en molécules
bioactives, ce qui lui permet d’étre utilisée comme phyto-médicament contre diverses

maladies.

L’étude phytochimique des extraits bruts hydroéthanolique de notre plante a révélé la
présence d’un nombre important des groupements chimiques de nature variée : Acides
phénoliques, tanins, glucosides, saponines, flavonoides, alcaloides, quinones libres et les

huiles essentielles. Par contre les coumarines sont absentes.

La richesse du trigonella en métabolite secondaire a été également confirmée par
certains auteurs : Kumari et al., (2016) ; Sumayya et al., (2012) ; Yadav et al., (2011) et
Mishra et al., (2016) qui ont démontré la présence des tanins, des flavonoides, des alcaloides,

en plus, ils ont détecté la présence des anthraquinones, les terpénoides et les stéroides.

Par contre, Les résultats obtenu par Verma et al., (2014) ne sont pas en accord avec

nos résultats, qui ont constaté une absence de tanins .

Aussi 1’étude menée par Benslimane et Belattar., (2017) a démontré la présence des
flavonoides, de tanins, des alcaloides, des glucosides, des anthraquinones et contrairement a

nous elles ont détecté la présence des coumarines.

La diversite de résultats entre les différentes études peut étre expliquée par 1’origine de
la plante, sa maturation, la période et 1’origine de la récolte et aussi la méthode d’extraction

utilisée.
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I11.2. Rendement d’extraction :
11.2.1. Résultat

La préparation des extraits bruts a partir des graines de Trigonella foenum-graecum L.
été effectuée par macération dans le méthanol (extraits méthanoliques) et dans 1’eau (extraits

aqueux).

Dans cette étude, les rendements d’extraction de nos extraits obtenus aprés
évaporation ont été determinés par rapport au matériel végétal sec. Ces résultats sont

représentes dans le tableau 04.
Tableau 04 : Récapitulatif regroupant les rendements des extraits de

Trigonella foenum-graecum L.

Matériel végétal Les extraits Rendement g | Pourcentage %
Méthanolique100% 1.48 29.6
Meéthanol /eau 75%25% 0.82 16.4
Trigonella foenum-graecum L. | Méthanol /eau 50%50% 0.81 16.2
Méthanol /eau 25%75% 0.62 12 4
Aqueux 0.6 12

11.2.2. Discussion

Il y a beaucoup de démarches afin d’obtenir les composés phytochimiques des plantes

telles que le broyage, I'nomogénéisation et I'extraction.

La technique d’extraction est une étape tres importante dans I’isolement et la
récupération des composés phytochimiques existants dans le matériel végétal. L’utilisation de
la poudre a la place de la plante entiére a pour but d’améliorer I’extraction, de rendre
I’échantillon plus homogene, augmenter la surface du contact avec le solvant et faciliter sa
pénétration a I’intérieur des cellules qui ne sont pas détruites apres le broyage (Do et al .,
2014).

Dans notre travail, nous avons utilisé le méthanol et I’eau distillé comme deux

solvants d’extraction, puisque leurs sélectivités sont élevées pour les polyphénols et ils
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permettent de donner un meilleur rendement d’extraction en ces composés (Spigno et al.,
2007).

Les extraits préparés a partir de notre échantillon ont donné des rendements compris
entre 12 et 29,60%. On remarque que le rendement le plus élevé est obtenue avec I’extrait
méthanolique (100% MeOH), le rendement est directement diminué proportionnelle avec la

concentration du MeOH. Enfin on a obtenu le résultat le plus faible avec 1’extrait aqueux.

Les résultats de Valliappan et al., (2015) dans un extrait hydroalcoolique prépare par
macération, et Bukhari et al., (2008) dans un extrait méthanolique sont proches que nos

résultats qui ont noté successivement un rendement de 29.19% et 25.89%.

Plusieurs études ont démontré un pourcentage de rendement plus élevé, on utilisant
autre mode d’extraction et autres solvants. Dans une étude menée par Ben Aissi, (2019),
I’extrait aqueux des graines de Trigonella foenum-graecum L. a présenté un aspect marron
foncé riche en molécules polaires et le rendement de 1’extrait aqueux est plus élevé 55.24%,
ce qui permet de dire que les molécules existantes sont fortement polaires. On peut justifier

cette différence des résultats par I’utilisation d’une autre méthode d’extraction (infusion).

Cependant, I'étude menée par Mishra et al., (2016) sont relativement inferieur que

celui de notre extrait (9.2%) pour un extrait méthanolique préparé par Soxhlet.

Dans une étude rapporté par Desai et al., (2014), une extraction assistée par micro-
ondes a été effectuée a plusieurs intensités et durées. L'utilisation d'une intensité de 320 W et
d'une durée de 20 min pour le chauffage a donné une augmentation de 61,53% du rendement
en mucilage, tandis qu'a 30 min, une augmentation de 76,92% du rendement en mucilage par
rapport a une méthode de chauffage conventionnelle d'une heure.

Cette différence est due probablement a par la technique d’extraction, la nature des

solvants utilisés, la partie extraite de la plante et la variété de la matiére premiere.
11.3. Activité antibactérienne des extraits bruts de Trigonella foenum-graecum L.:
11.3.1. Résultats

Nous avons évalué¢ I’activité antibactérienne des extraits de Trigonella foenum-
graecum L. sur les souches bactériennes par la méthode de diffusion des disques, cette

méthode est employée pour étudier 1’activité antibactérienne des substances naturelles et des
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extraits des plante (Gulgin et al., 2004). La méthode de disque a permis de déterminer
I’action des différents extraits vis-a-vis des différentes souches microbiennes, celle-ci se
traduit par I’apparition d’une zone d’inhibition autour du disque de papier préalablement
imprégné de I’extrait. Le diamétre de la zone d’inhibition se différe d’un microorganisme a un
autre. la variation de I’activité antibactérienne des extraits s’explique par les variation de leurs
compositions chimiques, il a été rapporté, qu’un extrait est considéré comme actif lorsqu’il
induit une zone d’inhibition supérieure a 10mm (Tekwu et al., 2012). Les valeurs obtenues
sont donnés dans les tableaux 05, 06, 07, 08 et (Figure 26).

A partir de tableau 05 on observe une activité antibactérienne trés forte de 1’extrait
méthanolique de grains de Trigonella foenum-greacum L. contre la souche B.cereus. Le
diameétre de la zone d’inhibition résulte de I’activité antibactérienne de 1’extrait méthanolique

est entre (14-28,50 mm).

la zone d’inhibition la plus importante est signalée toujours avec la solution mere de
I’extrait de concentration méthalonique 100% avec une zone de (28,50mm) suivi par I’extrait
de la concentration 75% avec une zone de (26,50mm), puis I’extrait de 50% avec une zone de
(24,50mm). L’extrait de concentration 25% a une activité antibactérienne moins importante
(19,50mm). Pour I’effet des restes des dilutions Ci, Cy4, Cyg NOUS avons remarqué une
I’activité antibactérienne fort avec des zones d’inhibitions différentes entre (17,50-27,45mm)

a I’exception de les dilutions de I’extrait 25% sont faibles (14,00-18,00mm).

Tableau 05 : Diameétres des zones d’inhibition des différents extraits méthanoliques

(B.cereus).

Souche Zone d’inhibition mm
Bactérienne D 25% 50% 75% 100% H,0O
T 08,00 08,00 08,00 08,00 00,00
SM 19,50 24,50 26,50 28,50 12,50
B.cereus Cip 18,00 23,00 25,50 27,45 12,00
Cua 16,00 22,50 23,00 24,50 11,00
Cus 14,00 17,50 19,00 21,50 10,00

D : dilution T :témoin SM : solution mére C : concentration
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Selon le tableau 06 on remarque un pouvoir antibactérienne trés éléve de 1’extrait
méthanolique de grains de Trigonella foenum-greacum L. contre la souche S.aureus.
La sensibilité de la souche bactérienne S.aureus résulte une zone d’inhibition de (27,00mm)
de la solution mére avec la concentration 100% suivi par 1’extrait de la concentration 75%
avec une zone de (25,50mm) puis I’extrait de 50% avec une zone de (23,45mm) et le moins
sensible est I’extrait de la concentration 25% (20,00mm). Pour I’effet des restes des dilutions
Cis2, C1ja, Cy8 nous avons remarqué un bon pouvoir antibactérien avec des zones d’inhibitions

differentes entre (16,00-26,00mm).

Tableau 06 : Diametres des zones d’inhibition des différents extraits méthanoliques

(S.aureus).

Souche Zone d’inhibition mm
Bactérienne D 25% 50% 75% 100% H.0
T 07,00 07,00 07,00 07,00 00,00
S areLs SM 20,00 23,45 25,50 27,00 12,50
Cie 19,00 22,00 24,00 26,00 11,45
Cua 17,50 21,50 22,50 23,50 10,50
Cus 16,00 17,00 18,00 20,00 10,50

A partir de tableau 07 on observe une activité antibactérienne moyenne de 1’extrait
méthanolique de grains de Trigonella foenum-greacum L. contre la souche P.aeruginosa. Le
diameétre de la zone d’inhibition résulte de I’activité antibactérienne de 1’extrait méthanolique
est entre (13,00-20,00mm). Le bon pouvoir antibactérienne obtenue est (20,00mm) avec la
solution mere de la concentration 100% suivi par 1’extrait de la concentration 75% avec une
zone d’inhibition de (18,50mm), puis I’extrait de 50% avec une zone de (17,00mm).
L’extrait de concentration 25% a une activité antibactérienne moins importante (16,00mm).
Pour l’effet des restes des dilutions Cyp, Cy, Cyg nous avons remarqué une l’activité

antibactérienne faible avec des zones d’inhibitions différentes entre (13,00-19,00mm).
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Tableau 07 : Diameétres des zones d’inhibition des différents extraits méthanoliques

(P.aeruginosa).

Souche Zone d’inhibition mm
Bactérienne D 25% 50% 75% 100% H,O
T 06,00 06,00 06,00 06,00 00,00
SM 16,00 17,00 18,50 20,00 12,00
P. aeruginosa | Cyp 15,00 16,45 17,00 19,00 11,45
Cua 14,50 15,00 15,50 16,50 10,50
Cus 13,00 14,50 14,00 15,00 09,50

A partir de tableau 08 on observe une activité antibactérienne faible de 1’extrait
méthanolique de grains de Trigonella foenum-greacum L., contre la souche E.coli. Le
diameétre de la zone d’inhibition résulte de I’activité antibactérienne de I’extrait méthanolique
est entre (10,00-17,00mm). La zone d’inhibition de la solution mére SM de I’extrait avec la
concentration méthalonique 100% est (17,00mm) suivi par 1’extrait de la concentration 75%
avec une zone de (15,50 mm), puis I’extrait de 50% avec une zone de (14,00mm). L’extrait de
concentration 25% a une activité antibactérienne faible (13,45mm). Pour I’effet des restes des
dilutions Cyj2, Cy/4, Cyg NOUS avons remarqué une tres faible activité antibactérienne avec des
zones d’inhibitions différentes entre (10,00-16,00mm).

Tableau 08 : Diameétres des zones d’inhibition des différents extraits méthanolique (E.coli).

Souche Zone d’inhibition mm
Bacterienne D 25% 50% 75% 100% H20
T 05,00 05,00 05,00 05,00 00,00
SM 13,45 14,00 15,50 17,00 11,00
E.coli Cip 12,00 13,00 14,00 16,00 10,50
Cua 11,00 12,00 12,50 13,50 09,50
Cus 10,00 11,50 12,00 12,45 09,00

[ =)
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C : P.aeruginosa J D : E.coli

Figure 26 : Zones d’inhibition des différents souches bactériennes traitées par différentes

concentrations d’extrait méthanolique.
11.3.2. Discussion

Les résultats obtenus de l'activité antibactérienne de ’extrait de Trigonella foenum-
greacum L. montrent une variation des diametres des zones d'inhibition selon les souches et

en fonction de différentes concentrations.

B.cereus est une bactérie & Gram®, elle est trés sensible a 1’extrait de Trigonella

foenum-greacum L. Avec diametre des zones d’inhibition entre (14-28,50mm).

S.aureus est une bactérie & Gram®, elle est sensible a I’extrait de Trigonella foenum-

greacum L. Avec diamétre des zones d’inhibition entre (16,00-27,00mm).
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P.aeruginosa est une bactérie a Gram’, elle est moins sensible a I’extrait de Trigonella

foenum-greacum L. Avec de diamétre des zones d’inhibition entre (13,00-20,00mm).

E.coli est une bactérie a Gram’, elle est & une trés faible sensibilité a 1’extrait de
Trigonella foenum-greacum L. Avec de diametre des zones d’inhibition entre (10,00-
17,00mm).

Dans I’¢tude de Mawahib et al., (2015), ont montré que les souches bactériennes
B.cereus, S.aureus, et E.coli sont des souches sensibles a la gentamicine (17mm, 25mm, 17
mm) et a I’ampicilline (20mm, 20mm, 11mm), respectivement. En vue des résultats obtenus
le pouvoir inhibiteur de Trigonella foenum-greacum L. sur B.cereus, S.aureus, E.coli est tres

satisfaisant en comparaison a la gentamicine.

Pour la souche P.aeruginosa, on a remarqué un pouvoir antibactérienne sur 1’extrait
méthanolique de Trigonella foenum-greacum L. notre résultats sont accord avec Falleh et ses
collaborateur,(2008) qui ont montré que I’extrait méthanolique des feuilles de C.

cardunculus (astéracée) était actif contre la souche bactérienne P.aeruginosa.

Pour les extraits aqueux ont été teste, les résultats montrent que 1’eau présente un effet

tres faible sur la croissance normale des souches bactériennes.

Le diametre de la zone d’inhibition résultant de 1’activité antibactérienne de I’extrait
méthanolique contre B.cereus est supérieur que S.aureus, le diamétre de la zone d’inhibition
résultant de I’activité antibactérienne de 1’extrait méthanolique de P.aeruginosa est supérieur

qu’E.coli.

Il est noté que les bactéries @ Gram™ sont plus sensibles que les souches & Gram-, ceci
est en accordance avec la majorité des travaux antérieurs. En effet, les Gram™ possédent une
résistance intrinseque aux agents biocides, qui est en relation avec la nature de leur paroi
bactérienne (Labiod, 2016).

La différence dans la structure de la paroi bacterienne joue un réle important dans la
susceptibilité des bactéries (Chan et al., 2007 ; Tian et al., 2009). Selon plusieurs auteurs, les
bactéries Gram™ ont une membrane externe constituée de lipo polysaccharides (LPS) qui
limite la diffusion des composés hydrophobes (Yoda et al.,, 2004 ; Tian et al., 2009 ;
Lacombe et al., 2010). De plus, le périplasme contient des enzymes capables de détruire les

molécules étrangéres introduites de I’extérieur (Klanénik et al., 2010), ce qui rend ces
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bactéries généralement moins sensibles aux extraits de plantes que les bactéries Gram®

(Estevinho et al., 2008 ; Samec et al., 2010).

Cette activité antibactérienne de I’extrait méthanolique des graines Trigonella
foenum-greacum L. pourrait étre expliquée par la présence dans celles-ci de substances dotées
d’une action inhibitrice sur la croissance bactérienne. En effet, il a été rapporté que les graines
contiennement divers composés chimiques: des polyphénols, flavonoides, alcaloides,

terpénoides, saponines et tanins (Djellouli et al., 2013).

Les polyphénols, les flavonoides, les alcaloides, les huiles essentielles voire méme les
tanins pourraient induire une fuite d’ions potassium au niveau de la membrane et par voie des
conséquences des lésions irréversibles au niveau de la membrane. Cette permeabilité au
potassium est un effet précurseur de leur mort (Rhayour, 2002), ces substances actives sont
présentées dans notre résultat des tests phytochimiques précédant dont 1’apparition des
couleurs expliques que les extraits de Trigonella foenum-greacum L. est contient en poly-
phénols, les flavonoides, les alcaloides, les huiles essentielles.

En outre, I’activité antibactérienne de I’extrait de la plante dépend d'un certain nombre
de facteurs tels que, la période de récolte, les conditions eédaphoclimatiques, la méthode
d’extraction, la composition chimique, la solubilité dans d'autres solvants organiques, ainsi
que les types de microorganismes testés et les conditions de réalisation des tests (Al-Reza et
al., 2010 ; Obeidat et al., 2012).
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Conclusion générale

Les plantes médicinales restent toujours la source fiable des principes actifs connus

parleurs propriétés thérapeutiques.

Les résultats de nos recherches bibliographiques et de nos études expérimentales nous
ont permis de mieux connaitre Trigonella foenum-greacum L. Ce dernier est une plante
médicinale aromatique appartient a la famille de fabaceae qui utilisées par les thérapeutes

traditionnels pour leur différentes propriétés.

Le présent travail avait pour but, Pour connaitre la présence des substances bioactives

I’évaluation du rendement d’extraction et de 1’activité antibactérienne.

A la lumiére des résultats obtenus des tests phytochimique nous avons révélé la
présence des substances bioactives dans les grains de Trigonella foenum-greacum L. tel que
les polyphénols, des flavonoides, saponines, alcaloides tanins, et quinones, glycosides et

[’absence des coumarines.

Les résultats de I’extraction, a partir des grains de Trigonella foenum-greacum L. ont

clairement montré que des grains un rendement (29.60%) des extraits méthanolique.

L’évaluation du pouvoir antibactérien des extraits a été réalisée sur quatre souches
bactériennes: B.cereus, S.aureus, P.aeruginosa et E.coli. Les résultats de 1’activité
antibactérienne enregistrés de cette étude révelent la sensibilité variable des agents pathogénes

aux extraits testés.

L’effet le plus prononcé est observé avec ’extrait méthanolique vis-a-vis de souche
B.cereus avec un diamétre de zone d’inhibition varie entre (14-28,50mm) suivie par S.aureus
avec un diametre varie entre (16,00-26,00mm) puis P.aeruginosa avec un diameétre de (13,00-
20,00mm) et en fin E.coli avec (10,00-17,00mm). Les résultats obtenus sont encourageants
pour I’utilisation de Trigonella foenum-greacum L. comme une source potentielle des

molécules bioactives en thérapeutique.
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Annexe 01 : Matériel de laboratoire

» Appareillage

Autoclave Agitateur mécanique J
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Bec benzene J
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Plaque chauffante J

Agitateur magnétique J Balance de précision J
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» Verreries, matériel en plastique et produits chimiques :

Verreries et matériel en plastique

Produits chimiques

- Anse de platine

- Beéchers

- Biotes de pétri en verre
- Burette graduée

- Compte-gouttes

- Ecouvillon

- Embouts

- Entonnoir

- Eprouvette

- Erlenmeyer

- Fioles

- Flacons (250ml)

- Flacons en verre ambré
- Micro pipette (1000 pl, 200 pl)
- Papier aluminium

- Papier filtre (0.45pm)

- Parafilm

- Pince

- Pipettes

- Pipettes graduée

- Porte tube & essai

- Portoirs

- Spatule

- Tube en plastiques citrates
- Tubes a essai

- Tubes secs a bouchons

- Verres de montre

Acide chlorhydrique (HCI)
Chloroforme

Chlorure de ferrique (FeCls)
Ethanol C,HsO

Hydroxyde de potassium (KOH)
Hydroxyde de sodium (NaOH)
Hydroxyde I’ammonium (NH4OH)
L’cau distillée

L’eau physiologie

Liqueur de Fehling

Meéthanol
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Annexe 02 : Réactifs utilisés pour le screening phytochimique.

» Reéactif de Wagner

L0 e 1.27g.
10dUIe de POLASSTUM. ...\ ettt e e e e e 2 0.
BaU diStillBe. ... 75 ml.

» Reéactif de Liqueur de Fehling
Annexe 03 : Préparation des solutions pour les extraits bruts.
» Ethanol 70%
EtNaNOl .. 70 ml.
Eau distillé. ... e 30 ml.
» Meéthanol 25%
MEthanol . ... 25 ml.
Eau distillé. ..o e 75 ml.
» Méthanol 50%
MEthanol ... ..o 50 ml.
Eau distillé. ..o e 50 ml.
» Méthanol 75%
METhANOL ... 75 ml.
Eau distille. ... e 25 ml.
» Méthanol 100%

METNANOL ..ot e 100 ml.
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Annexe 04 : Préparation des milieux d’isolements pour la réalisation d’activité

antibactérienne.

> La gélose Mueller Hinton (MH)

» L’eau physiologique
Nl L s 0.99.

BaU ISt ... 100ml.
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Annexe 05 : Diamétres des zones d’inhibition des différents extraits métanoliques.

Tableau 01 : Diamétres des zones d’inhibition des différents extraits métanoliques de

B.cereus.
Souche
Bactéri Zone d’inhibition mm
acterienne | o 25% 50% 75% 100% H,O
T 08 08 08 07 09 08 08 08 08 |95 75 08 |0,000,00|0,00
SM | 26 29 (275|1315(335(325|345(345|345|375| 355 | 36,5 | 205 |20,5| 20,5
C1/2 26 26 26 29 33 31 [325(1345(335| 36 |34,45|3545| 19 21 20
B.cereus
C1/4 235|255 | 24 29 [ 315305 33 29 31 32 33 32,5 17 21 19
C1/8 20 24 22 24 27 | 255 | 26 28 27 | 2851 30,5 | 29,5 18 18 18
Tableau 02 : Diamétres des zones d’inhibition des différents extraits métanoliques de
S.aureus.
Souche
Bactéri Zone d’inhibition mm
acterienne | 25% 50% 75% 100% H,0
T 07 07 07 06 08 07 06 08 07 | 09| 05 07 {00 | 00| 00
SM | 28 26 27 | 31,45 | 29,45 | 30,45 33 32 325134 | 30 32 | 20| 19| 195
Cip 245|275 | 26 28 30 29 3055|3145 | 31 |34 |315| 33 |18 |21 195
S.aureus
C1/4 24 25 | 245 30 27 28,5 29 30 2951(131| 30 [305 |17 (18| 175
C1/8 2251235 | 23 23 25 24 25,5 25,5 25 |29 25 27 |17 18| 175
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Tableau 03 : Diamétres des zones d’inhibition des différents extraits métanoliques de

P.seudomonace.

Souche
- Zone d’inhibition mm
Bacterienne
D 25% 50% 75% 100% H,O
T 07 | 05 | 06 | 05 |07 | 06 06 | 06 | 06 | 55 | 65| 06 | 0,0 | 0,0 | 00,00
SM | 225|215 22 24 | 22| 23 [265(225|245|245|275| 26 17 19 18
P.seudomonace Cip 225|195 | 21 [ 239212245 | 22 24 | 23 | 235|265 | 25 185|164 | 1745
Cia 19512151205 21 |21 | 21 22 21 |215| 21 24 | 225 | 17 16 | 16,5
Cis 1751205 | 19 21 |20 205 | 20 | 20 | 20 | 205|215 | 21 15 16 | 15,5
Tableau 04 : Diamétres des zones d’inhibition des différents extraits métanoliques d’E.coli.
Souche
Bactéri Zone d’inhibition mm
acterienne
D 25% 50% 75% 100% H,O
T | 05 |05 05 | 05 | 06 | 05 | 05 | 05 | O5 | 45|55 | 05 |0,0/(0,0]0,00
SM |189|18|1845| 18 | 20 | 19 |215|195|20,5| 23 | 21 22 |16 |16 | 16
E coli Cyp| 16 (18| 17 |175]185| 18 | 19 | 19 | 19 |195|225| 21 | 15|16 |155
Cy,| 16 | 16| 16 16 | 18 | 17 | 18 | 17 |175| 20 | 17 | 185 |14 | 15| 145
Cyg| 14 |16 15 17 16 |[16,5| 17 17 17 |16,9| 18 |1745|15 |13 | 14
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