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Résumé

Contribution a I’étude de ’activité antimicrobienne des extraits éthanoliques de
Pistacia lentiscus, Citrullus colocynthis et Artemisia herba alba plantes utilisées en

médecine traditionnelle Algérienne.

Les plantes médicinales sont trés utilisées localement par la population algérienne
pour traiter les différentes maladies grace a leurs activités biologiques, leurs constituants ont
une longue histoire comme agents antimicrobien afin de combattre 1’antibiorésistances qui
occupe actuellement une place tres importante conduisant les chercheurs vers la recherche de

nouvelle stratégie de prévention et de lutte.

Ce travail porte sur I’é¢tude in vitro de D’activité antimicrobienne des extraits
éthanoliques des graines de Citrullus colocynthis et des feuilles de Pistacia lentiscus et
d’Artemisia herba alba, des plantes aromatique et médicinale de la flore algérienne, vis-a-vis
de quelques bactéries pathogeénes pour I’'Homme et quelques moisissure toxinogéné de
contamination d’aliments. Cette activité antimicrobienne est testée par deux méthodes

différentes afin de bien divulguer leurs pouvoirs antibactériens et antifongiques.

L’analyse phytochimique des extraits éthanoliques des graines de Citrullus
colocynthis, des feuilles de Pistacia lentiscus et d’Artemisia heba alba a révélé la présence de
quelques groupes chimiques (polyphénols totaux, terpenes et alcaloides) susceptibles

d’exprimer les activités antimicrobienne recherchées.

Les résultats obtenus durant cette étude ont démontré 1’efficacité antimicrobienne des
extraits éthanolique de ces plantes. L’extrait é¢thanolique d’Artemisia herba alba a montré son
capacité a exercer un pouvoir antibactérien sur la totalité des souches bactériens que chez les
moisissure par un diamétre d’inhibition de 51,42 mm contre S. aureus, et 1’extrait éthanolique

des feuilles de Pistacia lentiscus a prouvé un effet antifongique sur certain souche fongique.

Les résultats montrent que les extraits éthanoliques des feuilles d’A.rtemisia herba alba
et de Pistacia lentiscus utilisés a faible concentration pourraient avoir un potentiel important

pour le contréle biologique des bactéries pathogénes et des moisissures.

Mots clés : Citrullus colocynthis, Pistacia lentiscus, Artemisia herba alba, extrait

éthanolique, analyse phytochimique, activité antibactérienne, activité antifongique.



Abstract

Contribution to the study of antimicrobial activitys of ethanolic extracts of
Pistacia lentiscus, Citrullus colocynthis and Artemisia herba alba plants used in
traditional medicine Algeria.

Medicinal plants are widely used locally by the Algerian population to treat various
diseases, through biological activities, their constituents have a long history as antimicrobial
agents to combat the interim who currently occupies a very important place leading
researchers to search for new prevention and control strategy.

This work focuses on the study in vitro antimicrobial activity of ethanolic extracts
from the seeds of Citrullus colocynthis and leaves of Pistacia lentiscus and Artemisia herba
alba plants aromatic and medicinal Algerian flora, with some human pathogenic bacteria and
some contamination of food toxigenic mold. This antimicrobial activity is tested by two
different methods in order to properly disclose their antibacterial and antifungal powers.

The phytochemical analysis of the ethanolic extracts of the seeds of Citrullus
colocynthis, leaves of Pistacia lentiscus and Artemisia heba alba revealed the presence of
some chemical groups (polyphenols totals, terpenes and alkaloids) likely to express desired
antimicrobial activities.

The results obtained during this study showed the ethanolic extracts antimicrobial
effectiveness of these plants. Extract ethanolic of Artemisia herba alba showed its capacity to
exercise a power of antibacterial on all of the bacterial strains as in the mold by a diameter of
inhibition 51.42 mm against S. aureus, and the ethanolic extract from the leaves of Pistacia
lentiscus has proven an antifungal on certain fungal strain effect.

The results show that ethanolic extracts of the leaves of A. herba alba and P.lentiscus
used at low concentrations could have significant potential for biological control of
pathogenic bacteria and mold.

Keywords: Citrullus colocynthis, Pistacia lentiscus, Artemisia herba alba, ethanolic
extract, analysis phytochemical, antibacterial activity, antifungal activity.
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Introduction

L’homme a longtemps eu moyens a des remeédes traditionnels & base de plantes
(tisanes, poudres, décoctions) pour qu’il se soigne, administrées par inhalations, cataplasmes,
massages ou encore par voie orale appelé aujourd’hui la phytothérapie. Méme durant les
guerres de 1’époque actuelle, les plantes ont servi comme premiére source de médicaments
pour les hommes, et elles ont continu¢ a fournir a I’humanité, des remedes thérapeutiques
nouveaux et originaux jusqu’a aujourd’hui, I’intérét des études a mené a la caractérisation et a
I’identification de molécules majeures, et a I’isolation de composés chimiques actifs d’une

importance thérapeutique incontestable (Leduc et al., 2006).

La phytothérapie est une thérapeutique alternative ou paralléle dans beaucoup de
maladies aigués et chroniques. Elle connait un regain d’intérét dans de nombreux pays a
travers le monde, notamment dans les pays du Maghreb. En effet, un grand nombre de plantes
sont utilisées en médecine traditionnelle en Algérie pour le traitement de diverses pathologies
(Lamba et al., 2000).

La recherche de nouvelles stratégies de prévention contre les infections et les maladies
d’origine fongique et bactérienne, comporte un intérét majeur, d’une part pour la sécurité
sanitaire des aliments et la santé du consommateur et d’autre part, pour la protection de

I’économie du pays.

L’utilisation des substances naturelles dans la lutte contre les bactéries et les
moisissures indésirables est a I’origine du choix de notre théme qui consiste en 1’extraction de
quelques métabolites a partir de quelque plantes médicinales a savoir Citrulluscolocynthis,
Pistacialentiscus et 1’Artemisia herba alba et la recherche de leurs effets antimicrobiens par
différentes méthodes contre des souches bactériennes et fongiques potentiellement

pathogenes.

Pour se faire, une synthese bibliographique représentant la premiere partie de notre
étude a été realisée afin de regrouper les informations essentielles en trois chapitres qui inclus
la contamination des denrées alimentaire par les champignons toxiques, une étude sur
I’antibiorésistance et ses mécanismes ainsi que les méthodes de lutte et une étude botanique
élargie sur Citrulluscolocynthis, Pistacialentiscus et Artemisia herba alba et leurs activités

biologiques.
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Dans la seconde partie de notre étude, la méthodologie est représentée par les
techniques utilisees pour la réalisation de ce travail suivie des principaux résultats et leurs

discussions.

L’¢étude est achevée par une conclusion générale et des perspectives.
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I. Altération alimentaire par les moisissures

Les maladies d'origine alimentaire constituent & I'heure actuelle I'un des problemes les
plus répandus a I'échelle internationale. Leurs répercussions sur la santé et sur I'économie sont
de plus en plus largement reconnues. Ces maladies sont causées par divers agents en
particulier les microorganismes pathogenes. En plus des virus et des bactéries pathogenes, les
champignons toxinogenes constituent un danger réel pour la santé animal par la sécrétion de

substances hautement toxiques (mycotoxines) au cours de leur prolifération (Pavel, 2010).

Les denrées alimentaires sont souvent contaminées par des moisissures, et les toxines
associees géneérées par certains d'entre eux au cours du stockage, transport et traitement post-
récolte provoquent des pertes de qualité, la quantité, la composition des nutriments, et ainsi de
réduire la valeur de marché (Bhat et al., 2010). La situation est plus chronique et critique
dans les zones tropicales et subtropicales en raison de leurs conditions environnementales
favorables a la croissance des moisissures et la production de mycotoxines. Différentes
moisissures et des mycotoxines ont été régulierement rapportés avec une variété de produits
alimentaires, y compris les céréales, les grains, les noix, les fruits, les Iégumes et les épices
(Bhanu et al., 2015).

Les céréales représentent la source la plus importante de nourriture dans de nombreux
pays. lls peuvent étre contaminés par les mycotoxines, métabolites secondaires toxiques, qui
peuvent étre présents dans les céréales due a des infections de grains par les moisissures, a la
fois sur le terrain et pendant le stockage. La contamination dépend de facteurs
environnementaux comme la température, I'humidité, causée par les insectes, la sécheresse et
les conditions de stockage inadéquates. Leurs présence dans les céréales et leurs sous-produits
peut poser un risque pour la santé humaine et animale (Kirincic et al., 2015).

Les conditions climatiques en Afrique subsaharienne sont favorables a la croissance
des moisissures. L’augmentation des transports internationaux de denrées alimentaires et
I’intensification des méthodes culturales induisent un risque accru de contaminations croisées

par les mycotoxines (Ruppol et al., 2004).
I.1. Les mycotoxines
I.1.1. Généralités sur les mycotoxines

Les mycotoxines (du grec « mycos », signifiant moisissure) sont des métabolites

secondaires toxiques synthétisés pendant la phase stationnaire, elles sont de faibles masses
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moléculaires dont 1’ingestion provoque une intoxication chez le consommateur. Ce sont des
produits contaminant les denrées alimentaire d’origine animale ou végétale (Chapeland-

Leclere et al., 2005 ;Dragacci et Grosso, 2005)

Les mycotoxines sont des substances chimiques complexes. Certains dérivent des
acides aminés (alcaloides de 1’ergot, acides aspergillique, acides cyclopiazonique, salframine,
gliotoxine, roquefortine, sporidesmine, fumitrémorgines), d’autres des polycétoacides
(aflatoxines, ochratoxine A, patuline, citrinine, acide pénicillique, stérigmatocystine,
zéaralénone) et d’autres sont des dérivés terpéniques (diacétoxyscirpénol, fusarénone,

désoxynivaléenol, roridines, toxine T-2, verrucarine) (Riba, 2008).
1.1.2. Contamination des produits alimentaire par les mycotoxines

Les mycotoxines sont capables a faibles concentrations d’induire un effet toxique en
pénétrant par les orifices naturels (bouche, systéme respiratoire, peau). Ces substances
présentent quatre modes de toxicité : aigué, chronique, mutagénique et tératogénique
(Reboux, 2006). En cas de forte contamination, elles peuvent donner lieu a une
symptomatologie aigué conduisant a la mort (Ruppol et al., 2004).

Les mycotoxines, sont produites dans des conditions sub-optimales de leur
développement. Ces molécules sont parmi les contaminants naturels qui ont suscitées un
grand intérét scientifique du fait de leur présence dans tous les aliments et de leurs effets
néfastes aussi bien sur le plan sanitaire et nutritionnel que sur les échanges commerciaux a
travers le monde. Pour cela, elles posent un vrai probléme de sécurité sanitaire des aliments au

niveau mondial (Komar et al.,2008).

La contamination par les mycotoxines affecte aussi bien des produits naturels que
transformés tels que les céréales, les oléagineuses, les fruits secs, les produits d’origine
animale, le café, les plantes médicinales, aromatiques ou les épices,en dépit de la faible teneur
en eau des épices, elles constituent une cible non négligeable pour les moisissures de type
xérophiles de la famille des Moniliacées. Plusieurs espéces du genre Aspergillus et
Penicillium peuvent étre toxinogénes, contribuant ainsi a la contamination des épices par des
mycotoxines dont les plus fréguemment recherchées sont les Aflatoxines (AF) et
I’Ochratoxine A (Houmairietal., 2015). Le Tableau 01 résume les principaux produits

alimentaires contaminés.
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Tableau 01. Les principales moisissures contaminant les céréales et les autres denrées

alimentaires (Pfohl-Leszkowicz, 1999).

Mycotoxine Moisissure Denrée contaminée

Aflatoxines : B1 B2 Aspergillus flavus Graines d’arachide, mais, blé,

G1G2 Aspergillus parasiticus ceréales, amandes, noix,
pistaches, figues, dattes, cacao,
café, manioc

Aflatoxine M1 Lait, produits laitiers sauf
beurre

Ochratoxine A Aspergillus Céreales (blé, mais, orge, riz,

Penicillium verrucosum seigle, avoine), noix, poivre,

fruits secs, abats d’animaux, jus
de raisin, biére

Zéaralénone Fusarium Céréales : mais, blé, sorgho
Trichothécénes Fusarium Céréales : blé, mais, orge ; riz
Fumonisine : B1 Fusariummoniliforme Mais

Patuline Aspergillus Cidre, ensilage, jus de pomme

Penicillium expansum
_______________________________________________________________________________________________________________________|

1.1.3. Champignons producteurs de mycotoxines

Ces métabolites secondaires toxiques produites par certaines espéces de moisissures
présentes sur les céréales, et les champignons eux-mémes, ont des impacts économiques et
sanitaires importants tels que les diminutions de rendement en productions végétale et
animale, des problemes de santé publique (Levasseur-Garcia, 2013). Les principaux genres
de champignons producteurs de mycotoxines sont Aspergillus, Fusarium, Claviceps,
Alternaria et Penicillium (Ruppol et al., 2004).

I.1.4. Classification des mycotoxines
Les mycotoxines appartiennent a différentes catégories :

e Les polyacétates : aflatoxines, citrinines, ochratoxines, patuline, zéaralénone,
fumonisine.

e Les terpenes : tricothécénes (sesqui), toxine T-2, verrucarine, roridines,
fusarénone, trémorgénes (di), désoxynivalénol, diacétoxyscirpénol.

e Les peptides : ergotamine, tryptoquivaline, acide aspergillique, acide

cyclopiazonique, slaframine.
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I.1.5. Les types des mycotoxines
a. Les aflatoxines
al. Définition
En 1965, I’aflatoxine était la premicere mycotoxine isolée et caractérisée. Elle présente le
profil toxicologique le plus sérieux et le plus célebre (Pfohl-Leszkowicz, 1999). Elle
Constitue un groupe de dix-huit composés dont quatre sont les formes les plus couramment
rencontrées dans les aliments. Il s’agit des aflatoxines B1, B2, G1 et G2 (Yannikouris et al.,

2002) (Figure 01).
a2. Proprietés physico-chimiques des Aflatoxines

Les mycotoxines sont peu soluble dans I’eau mais trés solubles dans les solvants
organiques. Les aflatoxines sont dégradées par I’ammoniaque et I’hypochlorite de sodium en

formant des composeés toxiques (Cole et Cox, 1981)

Figure 01. Structure chimique des aflatoxines (Pfohl-Leszkowicz, 1999).
a3. Profil toxicologique des aflatoxines

L'AFB1 est la plus toxique, suivie par ordre décroissant de toxicité par I'AFM1,
I'AFG1, I'AFB2 et 'AFG2 (Bilgrami et Sinha, 1992). L’AFBI1 est considérée par plusieurs
auteurs comme un antibiotique vu ses propriétés d’inhibition de la croissance bactérienne.
L’AFB1 bloque la multiplication cellulaire chez les especes sensibles a des concentrations

1étales. Alors qu’a des concentrations sub-létales, elle produit des aberrations morphologiques
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et physiologiques (Jakab et al., 1994). Les aflatoxines inhibent la croissance des bactéries par
inhibition de la synthése ou blocage de la réplication de ’ADN et par blocage de la synthése
protéique (Bilgrami et Sinha, 1992).

b. Les ochratoxines
bl. Définition

Les ochratoxines sont les mycotoxines les plus fréquemment rencontrées sur le
continent américain et en Europe occidentale. Neufs composés ont été décrits, seule
I’ochratoxineareprésenté un risque de toxicité notamment pour le rein. Elle est produite par
des moisissures des genres Aspergillus et Penicillium. Leur développement a lieu au cours du
stockage lorsque les conditions de conservation sont mauvaises (Pfohl-Leszkowiczet al.,
2002). L’ochratoxine A est un contaminant fréquent des céréales, du café, des noix, du poivre,
des fruits secs, du jus de raisins, de la biére et des abats des animaux (Lo Curtoetal., 2004).
C’est la plus toxique des mycotoxines par ces effets toxiques observés méme pour de faibles
doses (2 ppm). On leur reconnait un pouvoir immunosuppresseur, génotoxique et cancérogéne
(Pfohl-Leszkowicz et al., 2002 ; Oswald et al., 2000).

b2. Propriétés physico-chimiques des Ochratoxines

L’OTA est un acide organique faible a une masse molaire de 403,8 g et de structure
cristalline variant de I’incolore au blanc. Elle posséde une intense fluorescence en lumicre
UV, de couleur verte en milieu acide et bleu en milieu alcalin (Miller et Trenholm, 1994).
L’OTA est soluble dans les solvants organiques polaires (alcools, cétones, benzene,
chloroforme) mais faiblement soluble dans 1’eau et insoluble dans 1’éther de pétrole et les
hydrocarbures saturés. Cette molécule posséde un point de fusion proche de 90°C. Ce point
s’éleve a 169°C lorsqu’elle est cristallisée dans le xyléne (IARC, 1993). L’ochratoxine
possede une stabilité élevée, elle est résistante a I’acidité et aux hautes températures. Ainsi,
une fois contaminées, les denrées alimentaires peuvent difficilement étre débarrassées de cette
molécule. ’OTA peut résister pendant 3 heures a un autoclavage de 121°C (Trivedi et

al.,1992), méme a 250°C, sa destruction n’est pas compléte (Boudra et al., 1995).
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Figure 02. Structure chimique des ochratoxines (COLE et al., 2003).
c. Lazéaralénone

Cette mycotoxines était découverte de maniere fortuite dans les années cinquante alors
que des chercheurs tentaient de mettre au point des molécules anabolisantes a partir de micro-
organismes. La zéaralénone est produite par divers especes du genre Fusarium. C’est un
contaminant des céréales : mais, blé, sorgho. Elle pose des problémes dans les élevages de
porcs ou, si elle est présente dans 1’aliment, elle provoque, chez le porc, une hypertrophie du

tractus génital femelle et une atrophie des testicules chez le male (Castegnaroetal., 2002).
d. Les trichothécénes

Regroupent un ensemble de composés (déoxynivalénol, T2-toxine, vomitoxine)
synthétisés par les moisissures du genre Fusarium. La contamination et leur développement a
lieu au champ sur les épis de céréales (blé, orge, avoine) et sur le mais. Des cas d’intoxication
alimentaire, anémie sévere avec aplasie, leucopénie et thrombopénie, ont été observés en ex-
URSS au milieu du XXe siécle (Aldred et al., 2004).

e. Les fumonisines

Cette toxine est identifiée assez tardivement dans les années 80 en raison de leur
caractere soluble qui rendait leur extraction impossible par les méthodes de détections de
routine. Elles ont été découvertes a partir de cultures de Fusarium moniliforme. C’est un
contaminant du mais. La fumonisine B1 provoque des oedémes pulmonaires chez le porc.
(Pfohl-Leszkowiczet al., 1999 ; Soriano et al., 2004).
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f. La patuline

C’est un contaminant fréquent des pommes abimées et stockées ainsi que des ensilages
(mais, pulpe de betterave). Elle est synthétisée par des moisissures de stockage du genre

Aspergillus et Penicillium, en particulier P. expansum (Norma et al., 2001).
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I1. Anti-bio-résistance microbienne

Pour qu'il y ait une infection, il faut la présence d’un agent infecticux qu’ait une
interaction avec un héte. Toute interaction entre un agent infectieux et un héte n'aboutit pas a
une infection car dans la grande majorité des cas, Pour qu'il y ait infection, il faut qu'il y ait
une rupture de cet équilibre. 1l existe différents agents infectieux classés dans différentes

catégories telles que :Les bactéries ;les virus ; les champignons ; les parasites.

Tous les micro-organismes n’ont pas les mémes capacités a provoquer des infections,
certains etant pratiquement toujours associés a des manifestations cliniques, alors que d’autres
ne provoquent qu’exceptionnellement des maladies (Petignat et al., 2006). Les maladies
infectieuses étaient dominées par les maladies contagieuses épidémiques ou endémiques a
morbidité et/ou mortalité ¢élevées. Les lits d’hopital sont remplis de malades atteints
d’infections opportunistes dues a des germes commensaux présents normalement sur 1a peau,
dans les cavités naturelles et le tube digestif. A I’hdpital, les maladies infectieuses se
rencontrent dans des disciplines différentes. En pratique courante, les infections représentent

la premiére cause de consultation d’urgence (Cronberg et al., 1988).
I1.1. Définition de la résistance bactérienne

Il existe de différentes definitions de la résistance bactérienne dans la littérature. En
effet, selon la discipline considérée, 1’approche de la résistance et son expression ne sont pas

tout a fait les mémes (Afssa, 2006) :

e Pour le clinicien, une souche bactérienne est résistante a un antibiotique si le
traitement n’est pas efficace.

e Pour le pharmacologue, une souche bactérienne est résistante a un antibiotique si les
concentrations atteintes au site d’action, sont inférieures a la concentration minimale
inhibitrice.

e Pour le microbiologiste, une souche bactérienne est résistante & un antibiotique si elle
dispose d’un mécanisme de résistance augmentant la valeur de la concentration
minimale inhibitrice.

e Pour I’épidémiologiste, une souche bactérienne est résistante a un antibiotique si elle
a une concentration minimale inhibitrice significativement différente de celle de la

population normale.
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11.2. Modes d’émergence de la résistance bactérienne

La résistance aux antibiotiques apparait selon différentes modalités a savoir : 1’une
naturelle, ’autre acquise. Il est important de les distinguer car leurs enjeux ne sont pas les

mémes (Afssa, 2006 ; Guérin-Faublée, 2010 ; Scott, 2009).
11.2.1. Résistance naturelle

Les bactéries peuvent présenter une résistance naturelle a certaines familles
d’antibiotiques. Ces mécanismes de résistance sont spontanés et assez constants.
Cetteresistance peut étre due a 1’absence de la cible (comme 1’absence de paroi chez les
mycoplasmes les rendant insensibles aux P-lactamines) ou a 1’absence de pénétration de
I’antibiotique (r6le de la membrane externe chez les bactéries Gram négatifs résistantes a la

vancomycine)(Afssa, 2006 ; Guérin-Faublée, 2010 ; Scott, 2009).

Cette résistance concerne 1’ensemble des souches d’une méme famille. Ainsi, elle
définit le spectre d’activité naturelle des différentes familles et sous-familles d’antibiotiques.
Par exemple, la pénicilline G est naturellement active sur des coccis Gram-positifs, sur les
bacilles Gram-positifs anaérobies mais elle est inactive sur les bactéries Gram-négatives
(Afssa, 2006 ; Guérin-Faublée, 2010 ; Scott, 2009).

11.2.2. Reésistance acquise

Cette acquisition peut avoir un support chromosomique (mutation) ou
plasmidique(acquisition d’un élément mobile porteur de la résistance). Suite a cette
modification spontanée, la bactérie peut alors échapper a I’action de I’antibiotique. La
résistance acquise concerne une proportion variable de souches appartenant a une méme
espéce. Elle est imprévisible sur le plan individuel. Une fois cette résistance acquise est
établie, elle peut diffuser rapidement dans une population surtout par la transmission
horizontale d’éléments mobiles (Afssa, 2006 ; Guérin-Faublée, 2010 ; Scott, 2009).

Des phénomeénes de tolérancesont aussi décrits, notamment chez des streptocoques
pour les antibiotiques de la famille des B-lactamines. Ainsi, suite a une mutation,
I’antibiotique perd son effet bactéricide mais conserve son effet bactériostatique (Guérin-
Faublée., 2010).

11.3. Lutte contre I’anti-bio-résistances
11.3.1. La phytothérapie

a. Medecine traditionnelle classique africaine, et arabe
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La médecine traditionnelle africaine dont 1’'usage est trés répandue en Afrique et sous
ses formes variées, est une approche holistique impliquant & la fois le corps et l'esprit. Le
guérisseur généralement diagnostique et traite la base psychologique d'une maladie avant de

prescrire des médicaments pour traiter les symptomes (Vigneau, 1985).

Contrairement aux soins modernes, la médecine traditionnelle est accessible,

disponible et populaire, dans la mesure ou environ 80 % d’Africains y ont recours pour leurs

besoins de santé (OMS, 2003).

La médecine traditionnelle arabe est issue de deux courants majeurs ; I’un, ayant recu

les influences des médecines indienne et mésopotamienne, I’autre, appelé la Médecine du

Prophéte (Iserin, 2001).

Dans le Maghreb-Machrek, la médecine traditionnelle et la médecine moderne ont
souffert de rapports problématiques et conflictuels a cause d’un héritage colonial douloureux.
En dépit des défis de la médecine moderne, la médecine traditionnelle est largement
plébiscitée tant son efficacité est prouvée dans de nombreux domaines. En plus, les soins
traditionnels sont trés peu couteux et peuvent bénéficier a des populations qui n’ont pas de

couverture médico-sociale (Iserin ,2001).
b. Types de la Phytothérapie
bl. Aromathérapie

Aromathérapieest une thérapeutique qui utilise les essences des plantes, ou huiles
essentielles, substances aromatiques secrétées par de nombreuses familles de plantes, ces

huiles sont des produits complexes a utiliser souvent a travers la peau (Strang, 2006).
b2. Gemmothérapie

Se fonde sur l'utilisation d'extrait alcoolique de tissus jeunes de végétaux tels que les

bourgeons et les radicelles (Strang, 2006).
b3. Herboristerie

Correspond a la méthode de phytothérapie la plus classique et la plus ancienne.
L'herboristerie se sert de la plante fraiche ou sechée. Il utilise soit la plante entiere, soit une
partie de celle-ci (écorce, fruits, fleurs). La préparation repose sur des méthodes simples, le
plus souvent a base d'eau : décoction, infusion, macération. Ces préparations existent aussi
sous forme plus moderne de gélule de poudre de plante séche que le sujet avale (Strang,
2006).
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b4. Homéopathie

A recours aux plantes d'une fagon prépondérante, mais non exclusive ; les trois quarts
des souches sont d'origine végétale, le reste étant d'origine animale et minérale (Strang,
2006).

b5. Phytothérapie pharmaceutique

Utilise des produits d'origines végétales obtenus par extraction et qui sont dilués dans
de I'alcool éthylique ou un autre solvant. Ces extraits sont dosés en quantités suffisantes pour
avoir une action soutenue et rapide. lls sont présentés sous forme de sirop, de gouttes, de

gélules, de lyophilisats...etc (Strang, 2006).
11.4. Les métabolites secondaires des plantes

Les métabolites secondaires sont des molécules nécessaires a la défense de la plante
contre les agressions extérieures. Ils sont produits en tres faible quantité, et présentent une

grande variété structurale (plus de 200 000 structures définies) (Hartmann, 2007).

Les produits naturels sont les principales sources de molécules bioactives (Priya et
Aparna., 2012).

Parmi les métabolites secondaires bioactifs présents dans les plantes :
e Les composés phénoliques : tanins, quinones, coumarines, flavonoides.
e Les composés azotés : alcaloides.
e Lesterpenes (Priya et Aparna, 2012).
a. Les composés phénoliques

Durant ces derniéres années, plusieurs chercheurs se sont intéressés aux composants
phénoliques a cause de leur pouvoir a pieger les radicaux libres et les bienfaits potentiels de

leur consommation sur la santé humaine (Manach et al., 2004).

Les composés phénoliques regroupent un vaste ensemble de plus de 8 000 molécules,
divisées en une dizaine de classes chimiques, qui présentent tous un point en commun : la
présence dans leur structure d’au moins un cycle aromatique a 6 carbones, lui-méme porteur

d’un nombre variable de fonctions hydroxyles OH (Hennebelle et al., 2004).

Les composes phénoliques different dans leur structure selon le nombre et la position

deshydroxylations et méthylations du cycle aromatique (Bourgou et al., 2008). On les
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retrouve dans de nombreux fruits, légumes, le café, les prunes, les myrtilles, le raisin et les
pommes. Les composés possédant les activités antioxydantes et antiradicalaires sont 1’acide

caféique, I’acide gallique et I’acide chorogénique (Bossokpi, 2002).
al. Tanins

Les tanins, sont des constituants naturels du thé vert, vin rouge, et d'autres produits
végetaux (Keil et al., 2004). Ce sont un groupe diversifié de métabolites secondaires des
plantes qui ont deux caractéristiques communes : tous sont des polyphénols et tous ont la
capacité de fixer les protéines. Cependant, I'étude des effets nutritionnels des tanins est
complexe parce que les plantes contiennent une grande diversité de tanins. Certains tanins
produisent des effets toxiques tandis que d'autres bénéficient de la santé et de la nutrition
(Harvey, 2006).

Les tanins inhibent la peroxydation lipidique des mitochondries du foie et des microsomes
mais aussi I’oxydation de I’acide ascorbique et du linoléate. Lors de la peroxydation les tanins
donnent des protons face aux radicaux libres, et ainsi, des radicaux taniques stables sont
formés. Ce qui permet de stopper la réaction en chaine de 1’auto-oxydation lipidique. Les
effets bénéfiques du thé vert ne sont plus a prouver. Le thé par ces polyphénols en particulier
le gallate d’épigallocatéchine, possede des propriétés antioxydantes et capte les radicaux
libres. Les polyphénols du thé vert ont en plus des propriétés antimutagenes ; des propriétés
anticancéreuses qui ont été démontrées (Ekoumou, 2003).

Chez les végétaux supérieurs, il y’a deux groupes de tanins qui différent par leur structure

et leur origine biogénétigue : les tanins hydrolysables et les tanins condenses (Biaye, 2002).
a2. Coumarines

Les coumarines et leurs dérivés sont des produits naturels qui sont largement utilisés
pour des fins pharmaceutiques, agricoles et cosmétiques (Moussaoui et Bensalem, 2007). lls
ont des activités anti-thrombotiques, anti-inflammatoires et vasodilatatrices (Cowan, 1999).
Ils ont la capacité de capter les radicaux hydroxyles, superoxydes, et peroxydes. lls
préviennent également la peroxydation des lipides membranaires (Anderson et al., 1996).

a3. Flavonoides

Les flavonoides constituent le groupe le plus large des composés polyphénoliques. Ils
sont classés en flavonols, flavones, flavanones, chalcones, flavanes, isoflavones, flavanols et

anthocyanes (Derbel et Ghedira., 2005). Du fait de leurs propriétés antioxydantes, liées a
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leur structure polyphénolique, les flavonoides ingérés avec nos aliments sont réputés pour

protéger 1’organisme contre les effets délétéres des apports environnementaux oxydants

(Stoclet et Schini-Kerth, 2011).
b. Lescomposés azotés
bl. Alcaloides

Les alcaloides sont des substances organiques d’origine végétale, azotées et a caractére
alcalin. Bien que beaucoup d’entre eux soient toxiques (comme la strychnine ou I’aconitine),
ils représentent les principes actifs de nombreuses plantes médicinales. Ils ontjoué un réle
important dans la découverte des médicaments (morphines, quinine cocaine, atropine...) et
dans le développement de 1’industrie pharmaceutique (Omulokoli et al.,2000). L’étude de
leur mécanisme d’action a conduit a les employer comme réactifs biologiques en neurochimie

et en chimiothérapie. Ils sont dotés aussi d’un pouvoir antioxydant (Roué, 2011).
c. Lesterpenes et les stéroides

Ce sont des produits naturels, formés de 1’assemblage d’un nombre entier d’unités
isoprénique a I’exception des sesquiterpénes (Connoly et Hill, 1991). Les terpénes sont actifs
contre les bactéries (Barre et al., 1997 ; Tassou et al., 1995), les mycétes (Rana et al.,
1997).
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1.1

Les plantes utilisees dans cette étude

La Citrullus colocynthis

I11.1.1. Description morphologique

C’est une plante rampante herbacée, annuelle ou vivace :

Les tiges angulaires, rugueuses, rampantes ou migrantes et rudes.

Les feuilles de 5 a 10 cm de longueur, ont un limbe découpé en 5 a 7 lobes.

Les fleurs jaune verdatre, monoiques a sexes séparés, solitaires, apparaissent I'été entre
Mai et Aodt a l'aisselle des feuilles. La corolle de couleur jaune comporte cing lobes.
Les fruits sphériques de 7 a 10 cm de diametre, ressemblant & une petite pastéque, de
couleur verte panachée de jaune clair, devient complétement jaune a maturité. La chair
légere, spongieuse, de couleur jaune orangé. Une plante produit 15 a 30 fruits (Figure
03).

Les graines de petite taille (6mm de longueur), ovoides et aplaties, lisse, de couleur
variant de I'orange au brun noirétre et ont une saveur amére (John et Cincinnati, 1898
;Duke, 1983).

Figure 03. Coloquinte Citrullus colocynthis (Duke, 1983).

a =rameau ; b = fruit ; ¢ = fleur male; d = vrille; e = feuille (Zoro et al., 2003)

111.1.2. Noms vernaculaires

Arabe: Handal, Hadag, Handhal; Hantal, Hadjja;

Berber :Taberka, Tefersite, Tadjellet,

Francais : coloquinte, chicotin

Anglais : Colocynth, bitter apple, bitter gourd, egusi(John et Cincinnati, 1898 ;
MeradChiali, 1973 ; Batanouny et al., 1999).
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111.1.3. Taxonomie

e Reégne : Végetale

e Sous regne : plantes vasculaires
e Super division : spermaphytes
e Division : angiospermes

e Classe : dicotylédones

e Sous classe : dialypétales

e Ordre :violales

e Famille : cucurbitacées

e Genre: Citrullus

e Espece : Citrullus colocynthis

I11.1.4. Répartition géographique

La coloquinte, originaire des sols arides, est trés fréquente dans les régions tropicales
humides ou modérément seches, elle est peu présente dans les zones tempérées
(Bruneton,1996). Elle occupe une région trés vaste qui s’étend du Nord-Africain, du Sahara,
Egypte, Arabie Saoudite jusqu’au Inde, ainsi que la région méditerranéenne (John et

Cincinnati, 1898 ; Batanouny et al., 1999).
I111.1.5. Actions thérapeutiques

Les graines de la coloquinte sont largement répandus dans la médecine traditionnelle,
car elles possedent diverses propriétés thérapeutiques : purgatives, anti-tumorale (Darwish-
Sayed et al., 1973 ; Ziyyat et al., 1997 ; Abdel-Hassan et al., 2000 ; Al-Yahya et al.,2000 ),
anti-inflammatoire (Barth, et al., 2002 ; Al Ghaithi et al., 2004 ), antirhumatismal (Adam et
al., 2001), laxative (Al Faraj, 1995 ; Ziyyat et al., 1997), contre les troubles urogénitaux, la
leucémie, ’ictére, la fieévre, ’ascite, les désordres biliaires, les hémorroides (Duke, 1978;
Ziyyat et al., 1997)la constipation, l'oedéme, les infections bactériennes et le cancer (Delazar
et al., 2006).

Les racines sont employées dans les traitements de I'ictére, les maladies urinaires et le
rhumatisme, les douleurs de joint, I’inflammation et extérieurement dans les maladies
ophtalmiques. Les feuilles sont employées pour le traitement de 1’ictére et 1’asthme (Baquare
et Tasnif, 1984 ; Kirtikar et Basu, 1984). Elles sont utilisées contre I’hémorragie, prescrites
poursoulager les douleurs des membres inférieurs, le dos et les articulations (Banarjee et
Dandiya, 1967).

L'huile extraite a partir des graines est employee pour traiter des morsures (de serpent, de

scorpion), épilepsie, pour favoriser la croissance de cheveux et pour noircir les cheveuxgris
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(Roy et al., 2007).Plusieurs effets thérapeutiques des différentes parties de la coloquinte ont

été recherchés scientifiguement au laboratoire in vivo et in vitro

I11.1.6. Toxicité

Depuis les périodes bibliques, les fruits de la coloquinte sont considérés comme
poison mortel (Yanif et al., 1999).La coloquinte est une plante irritante. Elle agit méme a des
doses modeérées, produisant abondamment des évacuations aqueuses, des inflammations de la
membrane muqueuse des intestins, des vomissements et des selles sanglantes. Les effets
toxiques apreés utilisation chronique de cette plante, provoquent une hypokaliémie, oligurie et

les oedémes, semblable a une néphrite aigué (Hammouda et al., 2005).
111.1.7. Composition chimique

Le screening phytochimique de différentes parties de la coloquinte (racines, tiges,
graines et feuilles) permet de caractériser les familles de composés chimiques existants dans
les plantes.Les graines de coloquinte contiennent 26,6% d’huiles, 13,5% des protéines, 2,1%
des cendres, 52,9% des fibres brutes, 4,9% d’azote libre et contient 322 mg/100g de
potassium, 119 mg/100g de phosphore et 3,3 mg/100 g de fer (Sawaya et al., 1986). Elles
contiennent aussi la phytosteroline (ipurand), 2 phytostérols, 2 hydrocarbures, saponines,
alcaloides, polysaccharides, glycosides, et des tanins, comme métabolites secondaires (Duke,
1978).

I11.2. Pistacia lentiscus
I11.2.1. Description botanique

Arbrisseau dioique thermophile de 1 & 3 métres, a odeur résineuse forte et a écorce
lisse et grise; les feuilles persistantes, composées, alternes pourvues d'un pétiole ailé,
paripennées a 4- 10 petites folioles elliptiques-obtuses, mucronulées, coriaces, luisantes en

dessus, mates et péles en dessous.

Les fleurs en grappes spiciformes denses, naissant 1 ou 2 a l'aisselle d'une feuille et
égalant au plus la longueur d'une foliole. Le fruit petit, subglobuleux, apiculé, rouge, puis noir
a la maturité. (Yahya M., 1992, Iserin P., 2001, More D. et White. J., 2005).

Le pistachier lentisque est trés commun dans le bassin méditerranéen il se trouve a
|'état sauvage, dans les maquis et les garrigues dans tout type de sols, bien qu’il préfere les
terrains siliceux.En Algérie, le lentisque se trouve sur le long du tell et dans les zones
forestiéres. (More D. et White J., 2005)

Page 18



eﬂrﬁbﬁﬂwﬁ'[uo Jos f/anmru%a@fﬁnfmﬁa Stude

Figure 04. Pistacia lentiscus [Anacardiaceae], arbuste commun des maquis et garigues
enAlgérie (Boukeloua A, 2009)

111.2.2. Noms vernaculaires

e Frangais : Arbre au mastic, Lentisque
e Anglais : Chios mastic tree
e Arabe : Derw, darw (Selon : Torkelson, 1996, Feideman, 2005)

111.2.3. Classification taxonomique

Le Pistacia lentiscus est une espéce appartenant a la famille des Anacardiaceae (syn.
Pistaciaceae).En Algérie, le genre Pistacia est représenté par quatre espéces, en l'occurrence
Pistacia lentiscus, Pistacia terebinthus, Pistacia vera et Pistacia atlantica (Quezel P. et
Santa S., 1962).

Parmi les especes du genre Pistacia, le Pistacia lentiscus L. est un arbrisseau tres

commun dans notre pays (Mitcheh, 1986 ; Baudiére et al., 2002)

e Regne : Plantae

e Classe : Magnoliopsida
e Ordre : Sapindales

e Famille : Anacardiaceae
e Genre : Pistacia

e Espece : Pistacia lentiscus
111.2.4. Utilisation thérapeutique traditionnelle

Les médecines traditionnelles pratiquées de part et d’autre des rives de la
méditerranée, attribues au lentisque des vertus dans le traitement des ulceres, des plaies et

brilures légeéres. La médecine traditionnelle algérienne utilise surtout 1’huile grasse obtenue
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par expression des fruits de lentisque dans le traitement des petites blessures, bralures 1égéres

et érythémes.

L’huile est aussi employée par voie orale contre les problémes respiratoires d’origine
allergique et les ulcéres de 1’estomac. Ces usages sont surtout répandus a I’Est du pays (région
d’El-Milia, Skikda, Guelma). L’huile est également trés utilisée pour les mémes indications

en Tunisie (Yahya M, 1992 ;lIserin, 2001 ;Baudoux, 2003 ; Grosjean, 2007).

Les études expérimentales effectuées sur cette plante ont mis en évidence différents
activités biologiques et pharmacologiques. Une activité anti-ulcéreuse du Pistacialentiscus a
été signalée par plusieurs auteurs (Al-Said et al., 1986) tels que I’effet antifongique (Ali-
Shtayeh et al., 1999), antibactérien(lauk L., 1996), anti-ulcéreux duodénal (Al-Said et al.,
1986) et hepatoprotecteur(Janakat S. et Al- Merie H., 2002).

En médecine traditionnelle, on utilise la résine de pistachier lentisque afin de
combattre les ulcéres d'estomac. Son efficacité contre la bactérie Helicobacterpylori a en effet
été confirmée. Cette méthode consiste a éliminer la bactérie H. pylori par mastication de
résine du pistachier lentisque, comme une gomme a odeur prononcée. L’huile de lentisque est

souvent utilisée en médecine comme astringent, expectorant, et cicatrisant. (Seigue A., 1985).
111.2.5. Composition chimique

La phytochimie de la plante est relativement peu étudiée (Grosjean, 2007), la plante
est composée de huiles grasse (Charef et al., 2008), de tanins condensés et
hydrolysables(Abbas et al.,, 2007), de glycosides flavonoiques(Vaya et al., 2006),
d’anthocyanes (Longo et al., 2007), une résine « mastic dechio » (Leonti et al., 2001),et de

triterpénes(Atmani et al., 2009).
I11.3. Artemisia herba alba
111.3.1. Présentation de la plante

Le genre Artemisia appartient a la famille des Astéracées (Composites), avec plus de
350 espéces différentes qui se trouvent principalement dans les zones arides et semi arides
d'Europe, d'Amérique, d'Afrique du Nord et d’Asie. Les especes d’Artemisia sont largement

utilisées comme plantes médicinales en médecine traditionnelle (Nikolova et al., 2010).

L’armoise la plus connue en Algérie. C’est une plante en forme de touffe de plus de 20

cm de hauteur ; odeur aromatique ; saveur amére ; tige tomenteuse et trés ramifiée ; feuilles
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blanches et les rameaux se terminent par des capitules assez petits, globuleux ou ovoides,

regroupant deux a quatre fleurs jaunatres ; le fruit est un akene oblong (Rabbas et al., 2012).
111.3.2. Classification de la plante

La botanique a laquelle incombe la classification des espéces végétales, differencie la

famille des cucurbitacées de la fagon suivante :

*Régne : Plantae

*Sous-régne : Tracheobionta
+Division : Magnoliophyta

*Classe : Magnoliopsida

*Sous-classe : Asteridae

*Ordre : Asterales

*Famille : Asteraceae

*Genre : Artemisia

*Espeéce : Artemisia herba alba (Asso)

111.3.3. Description botanique et systéematique

L’armoise blanche est une plante herbacée a tiges ligneuses, ramifiées et tomenteuses
de 30 a 50 cm de long. Les feuilles sont courtes, sessiles, pubescentes et argentées. Les
capitules sont groupés en pannicules de petite taille de 1,5 a 3 mm allongés et étroits
contenant de 3 a 6 des fleurs jaunatres. Les bractées externes de 1’involucre sont orbiculaires

et pubescentes (Quezel et Santa, 1962) (Figure 05).

e

Figure 05. Armoise blanche (Rabbas et al., 2012).
111.3.4. Propriété thérapeutique et usage traditionnel

L ’Artemisia herba alba est trés utilisé en médecine traditionnelle lors d’un désordre

gastrique tel que la diarrhée et les douleurs abdominales. Elle est aussi utilisée en tant que
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reméde de I’inflammation du tractus gastro-intestinal (Ghrabi et Sand, 2008). Plusieurs
études scientifiques ont également prouvées 1’efficacité de I’armoise blanche en tant qu’agent
antidiabétique (Tastekin et al., 2006),les hmanicide (Hatimi et al., 2001), antiparasitaire,
antibactérien, antiviral, antioxydant, antimalarien, antipyrétique, antispasmodique et

antihémorragique (Yin et al., 2008).

Les feuilles broyées sont trés efficaces pour la migraine et les douleurs des dents. Les
gouttes issues de la mastication de certaines feuilles de cette plante sont utilisées pour traiter

le bourdonnement des oreilles (Rabbas et al., 2012).
111.3.5. Composition chimique

Plusieurs métabolites secondaires ont été isolés et identifiés de I’Artemisia herba alba
dont les plus importants sont les sesquiterpénes lactones tels que les eudesmanolides et les
germacranolides (Marco, 1989). Les flavonoides détectés dans I’armoise montrent aussi une
diversité structurale allant des flavonoides communs (flavones glycosides et flavonols)
jusqu’aux flavonoides méthylés qui sont trés inhabituel. Les flavonoides glycosides
comprennent les O-glycosides tels que quercitine-3-glucoside et des flavones C-glycosides

qui sont rares dans le genre Artemisia, ainsi que dans I'ensemble des Astéracée (Salah, 2005).
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Ce travail est réalisé au sein du laboratoire de « Microbiologie » Département de

Biologie-Faculté des Sciences- Université Ammar Thlidji-Laghouat.

I. Matériel et méthodes
I.1. Matériel végetal
I.1.1. Graine de Citrullus colocynthis, feuilles de Pistacia lentiscus et feuilles d’Artemisia
herba alba

Les fruits maturé de Citrullus colocynthis proviennent de la commune d’Al Asafia
(Wilaya de Laghouat) situé a environ 12 km de la ville de Laghouat, les feuilles de Pistacia
lentiscus proviennent de la commune de Balloul (Wilaya de Saida), et enfin, les 1’Artemisia

herba alba, est collecté de la région de Boussadda (Photo 01, 02,03) (Figure 06).

Les dates, les lieux d’échantillonnages, le nombre et le poids des échantillons étudiés

sont consignés dans le tableau 02.

Tableau 02. Origine et date de prélévement des échantillons.

Date de Lieu du Quantité de chaque

Echantillons 1 . . .
prélevement prélevement échantillon (g)

. . . Commune
Fruit de Citrullus colocynthis 01/11/2015 £ Al Asafia 500 g
Feuille de Pistacia lentiscus 01/01/2016 Commune 500 g
de Balloul
Feuille d’Artemisia herbaalba ~ 01/12/2015  ~caion de 500 g
Boussaada

L’identification botanique des especes végétales est effectuée au niveau du laboratoire
de physiologie végétale a 1'université de Laghouat par les enseignants de spécialités sur
I’appui de leur expérience et de certaines documentations relatives a la taxonomie de ces
especes au sein du regne végétal, telles que la caractérisation botanique et agronomique de
trois espéces de cucurbites consommées en sauce en Afrique de 1’Ouest : Citrullus sp.,

Cucumeropsismannii Naudin et Lagenariasiceraria (Molina) Standl.
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Photo 03. Feuille de Artemisia herba alba.
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feuilles d’Artimisia
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Figure 06. Situation des différentes stations de prélévements des échantillons ( Encarta,
1998).

1.2. Souches microbiennes

Les souches microbiennes utilisées pour tester ’activité biologique des extraits
organiques des plantes sont des champignons microscopiques réputés toxinogenes et des
bactéries pathogenes. Ils sont a I’origine d’importantes maladies. Ces souches sont regroupées

dans les deux Tableau 03, Tableau 04.

Tableau 03. Souches fongiques utilisées pour tester 1’activité biologique des extraits

Souches fongiques Origine

Aspergillus flavus Laboratoire de phytoprotection-
Aspergillus parasiticus Département d’ Agronomie.
Fusarium graminirium Faculté des sciences —Université
Penicillium expansum de Laghouat

Les quatre souches fongiques ont été choisies soigneusement pour :
e Les différentes altérations alimentaires provoquees.

e Les problémes potentiels qu’ils posent en clinique.

|
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Tableau 04. Souches bactériennes utilisées pour tester I’activité biologique des extraits

Souches testées Origine

Staphylococcus aureus ATCC

MNHN

Bactéries a 6538

Gram (+) Micrococcus luteusATCC
9341 MNHN
Bactéries Escherichia coli ATCC

o 8739

Bacteries a Klebseilla pneumaniae MNHN
Gram (-)

Strasbourg IBMC
e IBMC: Institut de biologie moléculaire et cellulaire.
e MNHN : Miséum National d’Histoire Naturelle (Paris).
Les cing souches bactériennes ont été choisies soigneusement pour :
e Les différences de la structure de la paroi.
e Les problémes potentiels qu’ils posent en clinique et le défi qu’ils opposent a

I’antibiothérapie moderne.

Ces souches bactériennes proviennent du laboratoire de Microbiologie, Département de

Biologie, Faculté des Sciences, Université Amar-Tlidji. Laghouat.
1.3. Préparation des extraits et étude phytochimique

Dans ce volet de notre travail, nous avons essay¢ de recueillir un ensemble d’informations
sur notre matériel végétal qui est les graines de Citrullus colocynthis, les feuilles de Pistacia
lentiscus et d ’Artemisia herba alba. Les graines et les feuilles ont été nettoyées et lavées avec
de I’eau du robinet puis séchées a 1’ombre. Elles ont ensuite été pesées et broyées
grossierement (Figure 07). Et conservée a la température du laboratoire dans un bocal

hermétiquement fermé pour préserver leur qualité initiale.
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Figure 07. Préparation de la poudre des plantes sélectionnées pour extraction (photo

originale).
1.3.1. Préparation des extraits éthanoliques
a. Extraction par macération a I’éthanol

Les extractions ont été effectuées seulement sur les graines de Citrullus colocynthis et
les feuilles de Pictasia lentiscus d’Artemisi aherba alba. La technique appliquée pour

I’extraction a éthanols est celle utilisée par Senhajiet al (2005).

Une quantité de 20 g est prise dans un erlenmeyer, a laquelle nous avons ajouté 100 ml
de solvant (éthanol). Apres 3 heures de maceération sous agitation continue a 200 tours/min, le
mélange est ensuite centrifugé a 3600 tour pendant 30minutes. Le surnagent est récupéré puis
filtré sur papier filtre Wattman N° 01. Cette opération est répétée quatre fois. A la fin de
I’extraction, les fractions obtenus sont récupérées dans un flacon et conservées a 4°C a 1’abri
de la lumiére jusqu’au moment de leurs utilisations. La figure 08 résume les étapes de

I’extraction éthanoliques.
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20 g de poudre de plante additionné a 3 heures de macération sous agitation
100 ml d’éthanol ) continue & 200 tours/min

!

Centrifugation & 3600 tour pendant 30
minutes

Filtration sur papier filtre Wattman

!

Evaporation dans I’étuve a 50°C ‘

Répétition des mémes étapes quatre
fois successive sur le marc obtenu

Figure 08. Schéma du procédé d’extraction utilisé dans cette étude

1.3.2. Détermination du rendement des extraits secs

Afin de pouvoir calculer le rendement de chaque extrait éthanoliques, les extraits sont
récupérés sec par évaporation d’éthanol dans le rotavapor. Le rendement est déterminé par le
rapport du poids de I’extrait sec aprés évaporation sur le poids de la matiére végétale seche

utilisée pour I’extraction, multipli¢ par 100% (Bekhechi-Benhabib, 2001).

Rd % = (m1 X 100) / m0

e ml : masse en gramme de I’extrait sec ;
e mO0 : masse en gramme de la matiére végétale seche ;

e Rd: rendement.

1.3.3. Tests phytochimiques

Les composés chimiques sont déterminés par une étude phytochimique qui consiste a
caractériser les différentes catégories de molécules existantes dans les extraits de plantes. Ces

derniéres vont servir a obtenir des principes actifs utilisés comme agents thérapeutiques

(Bruneton, 1996).

Pour ce faire, les différents extraits obtenus ont été soumis aux tests phytochimiques.
Ces derniers sont basés sur des essais de solubilité, des réactions de colorations et de
précipitations, ainsi que des examens en lumiere ultraviolette. Les différentes familles de

composés chimiques recherchées dans cette étude sont les suivantes :
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a. Detection des polyphénols

al. Détection des tanins

Les tanins sont mis en évidence a partir de 1 ml d’extrait placé dans un tube en
présence de quelques gouttes de FeCl3 (1% préparé au méthanol). Apres agitation de ’extrait,
la couleur vire au bleu noir en présence de tanins galliques et au brun verdatre en présence de

tanins catéchiques (karumi et al., 2004).

a2. Détection des flavonoides
Un mélange de quelques gouttes de Mg** et de gouttes d’HCL concentré, placé dans
un tube, est ajouté a 2ml d’extrait. L’apparition de la coloration rose, orange ou rouge indique

la présence des flavonoides (Malec et Pamelio, 2003).

a3. Détection des saponosides
Pour la détection des saponosides, 10 ml d’extrait placé dans un tube a essais sont
agités pendant 15 secondes puis déposés durant 15 minutes. Une hauteur de mousse

persistante, supérieure a 1 cm indique la présence de saponosides (Koffi et al., 2009).
a4. Détection des coumarines

Les coumarines sont révélés a partir de 5 ml d’extrait placé dans un tube porté a
¢bullition jusqu’a I’obtention d’un volume de 1 ml, ce volume est ajouté a Iml d’eau chaude.
Apres agitation, le volume total est devisé en deux volume, 1'un sert de témoin et I’autre est
ajout¢ a 0.5 ml de NH40OH (10%) puis examiné sous lampe UV. L’émission de la

fluorescence indique la présence des coumarines (BRUNETON, 1999).
b. Détection des alcaloides

Les alcaloides ont été caractérisés a partir des réactifs de Mayer ou Wagner. 10 ml
d’extrait sont évaporés jusqu'a I’obtention d’un volume de 0,2ml, sur lequel 1,5 ml de HCI a
(2%) sont ajoutés. Apres agitation de la solution acide, 1 a 2 gouttes du réactif de Mayer ou

Wagner sont ajouté. L’apparition d’un précipité blanc jaunatre ou brun indique la présence

d’alcaloides (Mojab et al., 2003).

c. Détection des terpénes

Les terpenes sont révélés apres addition de 5 ml d’anhydride acétique a 5 ml d’extrait
a chaud. Le mélange est ajouté a 0,5 ml d’acide sulfurique concentré. Apres agitation
I’apparition, a I’interphase, d’un anneau pourpre ou violet, virant au bleu puis au vert, indique

une réaction positive (Bruneton, 1999).
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I.4. Evaluation du pouvoir antimicrobiennes des extraits organiques des plantes
1.4.1. Préparation des pré-cultures

Le PDA et Muéller Hinton sont les milieux de culture utilisé pour 1’entretien des
souches fongiques et bactériens et la réalisation des tests antifongiques et antibactériens. Afin
de préparer des cultures jeunes, les souches fongiques et bactériens utilisées ont été cultivées
dans des boites de Pétri contenant 20 ml de milieu PDA (pour les champignons) suivi d’une
incubation de trois a sept jours a 27 + 2°C, et au milieu Muéller Hinton (pour les bactéries)

suivi d’une incubation de 27h a 37°C
1.4.2. Techniques d’évaluations de I’activité antimicrobiennes

L’activité antimicrobienne des différents extraits a été évaluée par des méthodes de

références :
e Latechnique de diffusion sur gélose (méthode des disques).
e latechnique de diffusion sur gélose (méthode de puits).
a. Préparation de la suspension fongique

Pour chaque champignon, I’inoculum doit étre préparé a partir d'une culture de 7 jours en
milieu PDA a 25°C. Récupérer les spores en imbibant un écouvillon stérile avec du Tween 80
et de le transférer dans 10 ml de solution saline stérile 8.5%. Pour empécher I'agglutination
des spores, mélanger vigoureusement a I’aide d’un vortex la suspension de spores pendant 15-
20 secondes, puis transférer le surnageant dans un tube stérile et ajuster la densité optique
(DO) a Il'aide d'un spectrophotomeétre a 530 nm pour obtenir une suspension de stock de 0.4-
5x10° spores/ml. Les suspensions fongiques sont ensuite ensemencées par inondation d*un

volume de 100pl pour chaque souche sur les milieux PDA solidifié sur les boites.

al. Evaluation du pouvoir antifongique des extraits par la méthode des puits

La fourchette de concentrations finales ainsi obtenue aprés solubilisation des extraits
secs dans de 1’eau distillée stérile correspond a Smg/ml, 15mg/ml, 25mg/ml, 50mg/ml et
100mg/ml. Un volume de 40ul est déposé dans chaque puits préparé préalablement par
perforation des milieux PDA coulés, solidifiés et ensemencés. Ces boites sont enfin incubées

a 27+ 2°C pendant une durée de 48 heures (Figure 9).
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L’activité antifongique est mesuré par le rapport entre la surface de 1’inhibition crée
par I’extrait et la surface de la boites entie¢re multipliée par 100. Le résultat obtenu est évalué

comme suit :

e 0.1-3% : Faible activité antifongique
o 3- 8% : Activité antifongique moyenne

e Supérieur a 8% : Bonne activité antifongique.

o

Sa Fau physiologique
nnnnnnnnn 10° spores
- N
& aration des

E = ‘l- = ____.._-—";
[ i , |
Gamme de concentration effectuée )
5 mg/ml 15 mg/ml 25 mg/ml © 50 mg/ml © 100 wegnsl
Incubationa = C

Figure 09. Evaluation de I’activité antifongique par la méthode des puits. (Magusson et al.,
2003).

a2. Evaluation du pouvoir antifongique des extraits par la méthode des disques

La méthode de dilution en milieu solide permet la détermination de la concentration
minimale fongicide (CMF) a partir d'une gamme variable de concentrations de nos extraits
éthanoliques dans le milieu de culture. La CMF est définit comme étant la plus petite

concentration d’antifongique qui tue > 99.9 % de I’inoculum (Lass-Florl et al., 2010).

D'apres la méthode de Billerbeck et al(2002), une solution-mere de chaque extrait est
réalisée avec de 1’eau distillée stérile pour les extraits éthanoliques. Une série de dilutions est
ensuite réalisée pour pouvoir étudier 1’effet antifongique de nos extraits sur les souches

fongiques sélectionnées

La fourchette de concentrations finales ainsi obtenue correspond & 5mg, 15mg, 25mg,
50mg et 100mg par 20 ml de milieu PDA. Apres solidification du milieu PDA, I’inoculation
se fait par le dépot d’un disque mycélien d’environ 0,6 cm de diamétre contenant 20ul de

suspension fongique de 0.4-5x10° spores/ml (Figure 10).
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Des témoins de croissance sont réalisés pour chagque souche et chaque série d'essais.
Tous les essais sont realisés a double reprise. Apres incubation a 27 + 2°C pendant cing jours,

la croissance est comparée a celle du témoin (sans extrait).

A partir des résultats obtenus, on peut donc déterminer 1’indice antifongique (IAF) de

chaque extrait par la formule décrite par Wang et al (2005).

Indice antifongique = (1 — (Da / Db)) x100%o.

Avec :

e Da: le diamétre de la zone de croissance de 1’essai

e Db : le diamétre de la zone de croissance du témaoin.

Témain de &
croissance sans ’
extrait e
™ Culture jeune
® .

Milicu nant
du 'extraitaune
mﬂﬁ?:n concentration X \
centre du milie py 'l

o 0 = T Y

-t . :,_.--"'a

{ Gamme de concentration effectuée

5 mg/mi 5 mgm & 25 mgml 50  mg/ml

Figure 10. Evaluation de ’activité antifongique par la méthode de dilution sur milieu solide

(Billerbeck et al.,2002).
b. Evaluation de I’activité antibactérienne
bl. Technique de diffusion sur gélose Muéller Hinton (méthode des disques)

Nous avons utilisé la méthode de diffusion des extraits sur gélose (méthode de
disques). L’obtention de I’inoculum final pour les bactéries s’effectue a partir d’un pré culture
jeune sur gelose Muéller Hinton, nous avons prélevé quelques colonies que nous avons
resuspendu dans 5ml de bouillon nutritif. L’inoculum est ajusté a 108 cellules/ml (une DO de
0,08 a 0,1) par lecture de la densité optique a une longueur d’onde de 620 nm. La
concentration cellulaire finale, fixée & 10° cellules/ml, est obtenue par dilution de I’inoculum
initial & 1/100°™ dans de I’eau physiologique (0,9% de NaCl).
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Les boites de Pétri contenant de la gélose Muéller Hinton sont ensemencees
aseptiquement par inondation. Ensuite elles sont séchées a proximité de la flamme. Des
disques de 6 mm de diamétre préparés a base de papier filtre, puis stérilisés par autoclavage
sont imprégnés de 1’extrait a tester puis placés sur la gélose préalablement ensemencée par les

bactéries a tester. Les disques sont préparés en extemporane.

Les boites ainsi préparées sont pré incubées pendant 15 minutes a température
ambiante avant d’étre placées dans une étuve a 37°C pendant 18 a 24 heures. La lecture se fait

par mesure des diamétres des zones d’inhibition autour du disque (Clinical and Laboratory

Standards Institute, 2006).
r Culture jeune
Dépdt des disques

) ] Mili t t SO b
v eu BN contenan A
Swmsencrefins X 4o
Inoculation du milieu e
MH
Dilution dans I'cau “
physiologique ]
w_‘:\ ’
j -— \ S —
E R l .(-, s
{ Gamme de concentration effectuée \
10 mg/ml 25 mg/ml o S0 mg/ml ¢ 75 mg/ml
100 . mg/ml
Incubation a 37°C
pendant 24 heures

Figure 11. Evaluation de I’activité antibactérienne par la méthode des disques (CLSI, 2006).
b2. Technique de diffusion sur gélose Muéller Hinton (méthode de puits)

Des boites de Peétri contenant du milieu Muéller Hinton sont ensemencées
aseptiquement par une suspension bactérienne de10° cellules/ml (une DO de 0,08 & 0,1) qui
provient d’un pré culture jeune sur gélose Muéller Hinton. Aprées séchage des boites, la gélose
Muéller Hinton est perforée a 1’aide de la partie supérieure d’une pipette Pasteur. Les cavités
ainsi formées sont remplies chacune des fractions des extraits bruts a tester (environ20 pl par
puits), avec une gamme de concentration allons de 10 mg/ml jusqu’a 100 mg/ml Les boites

sont mises a incubées dans une étuve a 37°C pendant 48h.

L’action inhibitrice se manifeste par la formation d’une auréole autour du puits. La
lecture des résultats s’effectue par mesure des diametres des zones d’inhibitions. Un produit
est considéré actif, si le diamétre de la zone d’inhibition est supérieur a 8 mm (Ela et al.,

1996).
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Il. Résultats et discussion
I1.1. Extraction et étude phytochimique des extraits des plantes
I1.1.1. Rendements des extractions éthanoliques

Le résultat de cette expérimentation a permis 1’obtention de trois extraits différents au
moins dans leur couleur. Pour I’extrait éthanolique du P. lentiscus, la couleur ressemblée est
le vert foncé avec un aspect poudreux aprés 1’évaporation de I’éthanol. Pour I’extrait
éthanolique de C. colocynthis, la couleur ressemblée est le jaune avec un aspect pateux
toujours apres 1’évaporation de 1’éthanol. L’extrait éthanolique d’Artemisia herba alba est lui-

méme pateux avec une couleur qui migre vers le marron.

Le calcul du rendement par rapport au poids total de la poudre seche utilisée dans
I’extraction montre que, les plantes ont donné des masses en extraits secs supérieures a 1 g /
100 g de poudre. Du point de vue rentabilité en poids, 1’extrait organique de P. lentiscus a
donné les proportions les plus élevées en le comparant avec les deux autres extraits
éthanoliques (A. herba alba et C. colocynthis), les proportions sont respectivement 24.12%,
16.73% et 6.03% (tableau 5).

Tableau 5. Rendements des extractions éthanolique.

Plantes utilisées  Rendement de I’extraction éthanolique (%)

P. lentiscus 24.12%
C. colocynthis 6.03%
A. herba alba 16.73%

11.1.2. Tests phytochimique effectués sur les extraits organiques

Le résultat des tests phytochimiques effectués sur la poudre des extraits éthanoliques

obtenus apres évaporation des extraits est reporté dans le tableau 6.

|
Page 34



egg’auftm et discussions

Tableau 6. Tests photochimiques effectués sur les extraits éthanolique des graines de

Citrullus colcoynthis. Pistasia lentiscus et Artemisia herba alba

Famille photochimiques Extrait de Extrait de Pistasia Extrait de
Citrullus lentiscus Artemisia herba
colocynthis alba

Alcaloides + + +
Polyphénols Tanins + + +
Flavonoides + + +

Coumarines - + +

Saponosides - + +

Terpenes + + +

Les résultats obtenus révélent que les trois extraits éthanolique possédent presque la
méme composition chimique. Les flavonoides, les alcaloides, les tanins et les terpenes sont
présents dans tous les extraits organiques, alors que les coumarines et saponosides sont

absentes seulement dans ’extrait de C. colocynthis (Tableau 6).
DISCUSSION

La méthode d’extraction effectuée sur la poudre de P. lentiscus, C. colocynthis et A.
herba alba menée a une température ambiante permet d’extraire le maximum de composés et

de prévenir leur dénaturation ou modification probables (Yagoub, 2008).

Il est difficile de comparer les résultats d’extraction avec ceux de la bibliographie. Le
rendement n’est que relatif et dépend de la méthode et des conditions dans lesquelles

I’extraction a été effectuée (Lee et al., 2003).

Le rendement d’extraction éthanolique effectué sur les graines de C. colocynthis que
nous avons obtenu est nettement similaire a ceux de Marzouk et al (2009) et (2011). Le
rendement d’extraction de P. lentiscus est trés supérieur en le comparant avec les travaux de

Remila et al (2015) qui ont utilis¢ 1’éthanol.

Le screening phytochimique des extraits révele que les graines de C. colcoynthis, les
feuilles de P. lentiscus et d’A.harba alba sont une source importante de polyphénols. Cette
classe regroupe essentiellement les tanins, les flavonoides et les saponosides avec 1’absence
des coumarines chez C. colocynthis. Les terpenes et les alcaloides sont également présents

dans la composition chimique des trois extraits.

Les résultats obtenus dévoilent la richesse des graines de Citrullus colocynthis du
point de vue qualitatif en métabolites secondaires tels que les tanins. Ces composés ont été

signalés dans le fruit de Citrullus colocynthis par Najafi (2010). Gurudeeban et al (2010)
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ainsi que Adebayo-Tayo (2010) ont marqué la présence des tannins dans les de Citrullus

colocynthis.

La présence des tanins dans 1’extrait de Pistasia lentiscus a été signalée dans les
travaux de Remila et al (2015) qui ont dévoilé que le fruit de cette plante contient une
quantité importante en le comparant avec celle des feuilles. Cette classe de métabolites
secondaires est aussi présente dans I’extrait d’Artemisia herba alba avec une quantité
indéterminée. Les études effectuées par Ksouri et al (2015) et Khlifi et al (2013) ont signalé

la présence de cette classe de métabolite secondaire dans les extraits 1’Artemisia heba alba

La présence des flavonoides dans les extraits éthanolique des graines de Citrullus
colocynthis, des feuilles de Pistasia lentiscus et d’Artemisia herba alba est également
rapportée par plusieurs auteurs (Najafi et al., 2010 ; Gurudeeban et al., 2010 ; Adebayo-
Tayo et al., 2010 ; Ambi et al., 2007 ; Khlifi et al., 2013).

Nos résultats indiquant la présence des saponoside dans 1’extrait organique de Pistasia
lentiscus est en accord avec 1’étude réalisé par Bammou et al (2015). Plusieurs études ont
montré que les terpénes sont largement répandus dans le genre Citrullus (Ali et Pandey, 2007
; Gurudeeban et al., 2010). Adebayo-Tayo et al., 2010) ont révélé leur existence dans les

feuilles de cette espece.

Les résultats relatifs au criblage phytochimique de la derniére classe de métabolites
secondaires, montrent que les alcaloides sont présents dans les trois extraits aqueux. Ce
résultat est confirmé par Ambi et al (2007) qui ont détecté les alcaloides au niveau des
graines de cette espece et Marzouk et al (2010) qui ont démontré que, les graines de Citrullus
colcoynthis contiennent 1.64 mg d’alcaloide par 100g de matiére séche. La présence des
alcaloides dans les graines de Citrullus colcoynthis indique son intérét pharmacologique et
médicinale tel que signalé par Iserin et al (1997). Certains de ces métabolites secondaires ont
aussi été identifiés, tel que signalé par Darwish-Sayed et al (1973) qui ont pu identifier la

présence de trois alcaloides dans les graines de cette espéce.

La présence d’alcaloides dans les extraits de Pistasia lentiscus est aussi signalée dans

les travaux de Bammou et al (2015)
CONCLUSION

La méthode d’extraction a température ambiante permet d’extraire le maximum
de molécules bioactives avec une éventuelle protection contre les dénaturations ou les

modifications probables des constituants chimiques de la plante.
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Les examens phytochimiques effectués sont d’une extréme importance. Ils
démontrent que les extrait éthanolique de P. lentiscus, C. colocynthis et A. herba alba
sont une source privilégiée de molécules biologiquement actives tels que les polphénols,

les terpenes et les alcaloides.

11.2. Activité antimicrobiennes des extraits organiques des plantes
11.2.2.  Activité antifongique des extraits organiques des plantes par la méthode des
disques

Les résultats de D’activité antifongique des extraits organiques des plantes testés
séparément in vitro sur les souches fongiques sélectionnées sont représentés dans les figures.
C’est figures enregistrent les indicent antifongique notés pour chaque concentration d’extrait

testée.

a. Activité antifongique des extraits organiques des plantes sur Aspergillus flavus

Le résultat obtenu avec les extraits éthanoliques des trois plantes, testé contre 1’espéce
Aspergillus flavus sur milieu PDA par la méthode de dilution, indique une activité
antifongique moyenne pour la quasi-totalité des I’extraits (Figure 12).
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Figure 12. Résultat de I’activité antifongique des différentes concentrations d’extraits

organiques des plantes sur Aspergillus flavus par la méthode de disque.

Le résultat obtenu avec I’extrait éthanolique de P. lentiscus dévoile une activité
antifongique importante avec un pourcentage d’inhibition de 32,45% suivi de C. colocynthis

et d’A. herba alba avec un pourcentage d’inhibition de 31,46% a 100 mg pour chaque extraits.
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b. Activité antifongique des extraits organiques des plantes sur Aspergillus

parasiticus

Pour le deuxiéme essai effectué sur Aspergillus parasiticus, la figure 13 montre que

I’espéce Aspergillus parasiticus est tres résistante vis-a-vis les trois extraits éthanoliques.

Les extraits éthanoliques des plantes testées contre Aspergillus parasiticus enregistrent
un indice antifongique nul pour toute la gamme de concentrations réalisées avec une
exception de I’extrait éthanolique de P. lentiscus qui a enregistré une inhibition de 32,24% a
100mg d’extrait.
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Figure 13. Résultat de I’activité antifongique des différentes concentrations d’extraits

organiques de plantes sur Aspergillus parasiticus par la méthode de disque.
c. Activité antifongique des extraits organiques des plantes sur Fusarium
gaminirium

Suivant le résultat affiché sur la figure 14, Fusarium graminirium apparait plus
résistant a la totalité des concentrations d’extraits éthanoliques réalisés pour A. herba alba et
C. colocynthis.

Sur la gamme de concentration d’extrait de P. lentiscus allant de 25 mg jusqu’a 100

mg, I’indice antifongique restera toujours constant, il est de 20,47%.
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Figure 14. Résultat de 1’activité antifongique des différentes concentrations d’extraits

organiques de plantes sur Fusarium graminirium par la méthode de disque.

d. Activité antifongique des extraits organiques des plantes sur Penicillium

expansum

Les extraits éthanoliques des plantes possédent a peu prés le méme indice antifongique
contre cette souche de moisissure. L’inhibition est de 5,66% a la concentration 100 mg pour
les trois extraits donc, une activité antifongique trés faible. En dessous de cette concentration,
I’effet des extraits commence a s’affaibli jusqu’a la concentration 10 mg ou on enregistre une
disparition compléte d’effet (Figure 15).
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Figure 15. Résultat de I’activité antifongique des différentes concentrations d’extraits

organiques de plantes sur Penicillium expansum par la méthode de disque.
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La comparaison de la sensibilité des différentes souches fongiques aux différents

extraits organiques des plantes révéle que Aspergillus flavus est la plus sensible avec un
indice antifongique de 32,45% marqué pour 1’extrait organique de P. lentiscus suivie de
Fusarium graminirium qui s’est apparait sensible Vvis-a-vis le méme extrait. Penicillium
expansum et Aspergillus parasiticus sont les souches les plus résistantes devant les différentes

concentrations d’extraits des plantes.

Témoin d’A.parasiticus 100 mg de P. lentiscus sur A.parasiticus

e —
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Témoin de F.graminirum

Témoin de P.expansum 50mg de P. lentiscus sur P. expansum

Photos 04. Résultats de I’activité antifongique de 1’extrait organique P. lentiscus et A.herba

alba sur par la méthode de disque

11.2.3.  Activité antifongique des extraits organiques des plantes par la méthode des
puits

Les résultats de cette expérimentation permettent d’une part, de vérifier la diffusion de
I’extrait dans le milieu de culture et d’autre part, d’évaluer la qualité de 1’activité antifongique
des extraits apres avoir calculé le rapport entre la surface d’inhibition obtenues avec I’extrait

et la surface de la boite entiére.

R —
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Tableau 7. Résultats de 1’activité antifongiques des extraits organiques de plantes par la

méthode de puis.

Concentration d’extraits organiques des plantes

5mg 15 mg 25 mg 50 mg 100mg

Arm Col Pis Arm Col Pis Arm Col Pis Arm Col Pis Arm Col Pis
A. flavus - - - - +++ 4+ - - + - - + - -
A. - - +++ - - +++ - +++  +++ - +++ 4+ - +++ ++
parasiticus
F. +++ - - - - - - - +++  +++ - - +++ - -
graminirium
P. +++ - - - +++ - +++ e G = = S S +++
expansum

- : Pas d’activité antifongique, + : Activité antifongique faible, ++ : Activité antifongique moyenne, +++ : Bonne activité antifongique.

Selon les résultats affichés dans le tableau 7, a la concentration 100 mg/ml de C.
colocynthis I’activité antifongique est tres bonne avec un pourcentage d’inhibition de 36,4%
et 30,3% contre Aspergillus parasiticus et P. expansum respectivement. L’extrait organique
d’A.herba alba a une tres bonne activité sur P. expansum a partir de la concentration 5 mg/ml

jusqu’a la concentration 100 mg/ml.

Pour le reste d’extraits, ’activité reste faible (inférieur a 3%) méme pour les

concentrations les plus élevés contre Aspergillus flavus.
DISCUSSION

La recherche des effets antifongiques de la coloquinte, I’armoise et le lentisque sur les
souches rencontrées dans les denrées alimentaires a révélé une efficacité moyenne des extraits
organiques de ces plantes sur la majorité des souches fongiques sélectionnées, ce qui confirme
que les substances bioactives des plantes sont considérées comme des composés non
Le

développement de la sécurité des agents antifongiques pour le contr6le des phytopathogénes

phytotoxiques et potentiellement efficaces contre les champignons pathogenes.
dans l'agriculture connait une place importante dans la recherche (Field et al., 2006 ; Lee,
2007).

Les effets antifongiques des extraits organiques des graines de la coloquinte et les
feuilles de I’armoise et le lentisque, peuvent étre attribués aux différentes substances

phytochimiques détectées lors du screening phytochimique. Parmi les substances
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phytochimiques douées d’une activité antifongique, on cite principalement les alcaloides, les
flavonoides, les polyphénols et les terpénes (Irobi et Daranola, 1994 ; Brantner et al., 1996
; Yan et al., 2008).

Dans leur étude, Abdel Ghani et al (2008) mettent en relation ’activité antifongique
des extraits avec les substances bioactives de la plante. La tendance de ces substances
phytochimiques d'avoir une activité plus élevée sur I'ensemble des souches est en fonction de
leurs concentrations dans les extraits (Fogliani et al., 2005 ; Yan et al., 2008).

L’importance de ces familles phytochimiques est influencée par la répartition
géographique des plantes, ce qui influe par la suite sur leurs activités biologiques. L’activité
antimicrobienne des extraits dépend donc de la plante, de sa composition, de I’organe végétal

a tester, de la nature de I'extrait et de la souche fongique a étudier (Graven et al., 1992).

Le pouvoir antifongique éleve enregistré chez P. lentiscus est due essentiellement a la
présence de flavonoide qui est résponsaable a la perturbation des membranes microbiennes
(Kessler et al., 2003). Les alcaloides renferment un effet détoxifiant et possédent une tres
bonne activité antifongique (Zee-Cheng, 1997), les tanins qui sont responsables de la
précipitation des protéines indispensables des micro-organismes ainsi les Coumarines,

Saponosides et Terpénes qui ont une tres bonne activité antimicrobienne.

L'avantage des extraits de plantes est donc leur bioactivité, une caractéristique qui les
rend attrayants pour la protection des produits stockés tels que les grains de céréales contre

I’attaque des champignons et méme le blocage de leur écotoxigénése (Tripati et Dubey,

2004 ; Sidhu et al., 2009).

La Citrullus colocynthis peut également étre utilisée comme un facteur de premier
plan dans un large éventail d’activités contre de nombreux phytopathogenes, ou ces
pathogenes ont développé une résistance contre les fongicides spécifiques (idazoles benzim,
dicarboximides, diethofuncarband et les inhibiteurs de la biosyntheése des stérols) (ELAD,
1991).

Le dépistage d’agents bioactifs a partir des plantes est I'un des axes les plus intensif
dans la recherche des produits naturels aujourd'hui, car l'activité des extraits de plantes
présente un grand intérét en particulier contre les souches multi résistantes, mais le domaine
est loin d'étre épuisé et seulement 10% de toutes les plantes avaient été étudiées en détail pour
leur agents bioactifs (Abdel-Ghani et al., 2008).
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CONCLUSION

L’étude de ’activité antifongique des extraits des graines de Citrullus colocynthis et
des feuilles d’Artemisia herba alba et Pistacia lentiscus par la méthode de dilution en
milieu solide et par la méthode des puits a révélé que les extraits éthanoliques possedent
une remarquable activité antifongique liée a leur richesse en composés bioactifs

largement répandus dans les plantes médicinales.

L’extrait organique de Pistacia lentiscus possede une bonne activité antifongique
sur les souches testées. L’extrait organique d’Artemisea herba helba a démontreé son effet
fongicide sur P. expansum et A.flavus en forte concentration. L’extrait organique de
Citrullus colocynthis exerce une bonne activité antifongique contre A.flavus et

P.expansum mais faible activité antifongique sur F.graminerum et A.parasiticus.

L’extrait organique de Pistacia lentiscus et Citrullus colocyhthis ne possédent

aucune activité antifongique sur F.graminerum.
11.2.3. Activité antibactérienne des extraits organiques par la méthode des disques

Les résultats obtenus avec la gamme de concertation réalisée pour chaque extrait
organique indiquent une absence totale d’inhibition de la croissance bactérienne jusqu’a la
concentration 100 mg/ml pour extrait organique de C. colocynthis sauf chez S.aureus qui a

montré une bonne sensibilité pour toute la gamme de concentration (figure 16).

Selon la méthode décrite par Sheng-Hsien et ses collaborateurs (2007) I’activité

antibactérienne est décrite comme suit :

e < 6.4mm = pas d’activité antibactérienne.

e 6,5<¢<6,9mm = activité antibactérienne faible.

e 7<¢<74mm = activité antibactérienne modeste.

e 7.,5<¢<79mm = activité antibactérienne moyenne.

e > 8mm = bonne activité antibactérienne.
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Figure 16. Résultat de 1’activité antibactérienne des extraits de Citrullus colcoynthis, Pistacia
lentitscus et Artimisia herba alba par la méthode des disques a des différentes concentrations
sur S.aureus.

En ce qui concerne I’extrait organique d’A.herba alba, les résultats obtenus n’ont
enregistré aucune inhibition de la croissance sur E. coli et K. pneumoniae méme pour les
fortes concentrations.

Concernent 1’extrait organique de Pistacia lentitscus, une absence totale d’inhibition
de la croissance bactérienne jusqu’a la concentration 25mg/ml pour M. luteus et 100 mg/ml

pour K. pneumoniae (Figure 17).
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Figure 17. Résultat de I’activité antibactérienne des extraits de Citrullus colcoynthis,
Pistacia lentitscus et Artimisia herba alba par la méthode des disques a des différentes
concentrations sur M.luteus.

La souche Staphylococcus aureus ATCC 6538 est la souche la plus sensible dans
I’ensemble des souches sélectionnées avec un diamétre d’inhibition de 43,25 mm suivie par
M.luteus ATCC 9341 avec un diamétre d’inhibition de 14,08 mm. K.pneumaniae strasbourg
IBMC et E. coli ATCC 8739 sont les souches bactériennes les plus résistantes avec une zone
d’inhibition de 09mm.

Photo 5. Résultat de I’activité antibactérienne de 1’extrait organique d’A.herba alba a
concentration 50mg/ml et 200mg/ml sur M.luteus ATCC 9341.
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Photos 06.. Résultat de 1’activité antibactérienne de 1’extrait organique d’A.herba alba et

P.lentistus sur S.aureus.
11.2.4. Activité antibactérienne des extraits par la méthode des puits

Cette méthode permet aussi d’évaluer 1’activité antibactérienne des extraits organiques
de nos plantes. Selon les résultats affichés sur la figure 20 et la figure 21 ’extrait d’A.herba
alba exerce une tres bonne activité biologique contre la majorité des souches bactériennes.
Staphylococcus aureus ATCC 6538 est la souche la plus sensible avec un diameétre
d’inhibition de 51,42 mm suivie M.luteus ATCC 9341 de 37,58mm et K. pneumaniae IBMC
Strasbourg de 25,25mm suivie par E. coli ATCC 8739 a 17,81mm de diameétre (Figure 18).

|
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Figure 18. Résultat de 1’activité antibactérienne des extraits de Citrullus colcoynthis, Pistacia
lentitscus et Artimisia herba alba par la méthode des puis a des différentes concentrations sur

S.aureus.
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Figure 19. Résultat de 1’activité antibactérienne des extraits de Citrullus colcoynthis, Pistacia

lentitscus et Artimisia herba alba par la méthode des puis a des différentes concentrations sur

K. pneumaniae.
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Photos 07. Résultat de I’activité antibactérienne de 1’extrait organique d’A.herba alba sur

Staphylococcus aureus ATCC 6538.

100mg/mi 50mg/mi
Photos 08. Résultat de I’activité antibactérienne de 1’extrait organique d’A.herba alba sur

K.pneumoniae Strasbourg IBMC.

DISCUSSION

La recherche des effets antibactérienne de la cloquinte, I’armoise et du lentisque sur
les souches pathogenes a révélé une efficacité des extraits organiques de ces plantes sur la
majorité des souches bactériennes sélectionnées, ce qui confirme que les substances
bioactives des plantes sont considérées comme des composés potentiellement efficaces contre

les souches pathogenes.

Les effets antibactériens des extraits organiques des plantes peuvent étre attribués aux
différentes substances phytochimique détectées lors du screening phytochimique. Parmi les

substances phytochimique douées d’une activité antibactérienne, on cite principalement les
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alcaloides, les flavonoides et les polyphénols (Irobi et Daranola, 1994 ; Brantner et al.,
1996 ; Yan et al., 2008).

Le pouvoir antibactérien élevé enregistré chez Artemisia herba alba est due
essentiellement a la présence de flavonoide. Karabegovi et al., (2011) a montré que les
extraits éthanolique de cette plante possede une activité antibactérienne élevée qui peut étre

attribuée a sa richesse de composées Quercétine.

Les flavonoides sont responsable de I’inhibition des microbes (Linuma et al., 1994).
Ils sont responsable des processus de balayage ou chélateurs et peuvent également perturber

les membranes microbiennes (Kessler et al., 2003).

Le pouvoir antibactérien qui a été enregistré chez Pistacia lentitscus est due a la
présence des Tanins, cette plante est largement utilisée dans le traitement de pathologies,

notamment celles du tube digestif (Bammou et al., 2015).

Les travaux de Scalbert (1991) et Banso et Adeyemo (2007) ont démontré que les
tanins isolés des plantes médicinales possedent une activité toxique contre les
microorganismes. Les saponines sont une classe spéciale de glycosides qui ont d’une part, une

caractéristique savonneuse et d’autre part, une trés bonne activité antibactérienne (Sadipo et

al., 1991).

Plusieurs études ont été menées pour comprendre le mécanisme d’action des extraits
de plante. Plusieurs chercheurs attribuent cette fonction aux composés phénoliques. Ces
composés peuvent interférer avec les biomembranes en causant des dommages cellulaires et
provoquant la fuite de matériaux cellulaire et finalement la mort des bactéries (Mshvildadze
et al., 2000 ; Veldhuizen et al., 2006 ; Abdel Ghani et al., 2008). Selon Farag et al (1989),
la présence des groupements OH dans les composés phénoliques est capable de former des

liaisons hydrogénes avec les sites actifs des enzymes et d’accroitre 1’activité antimicrobienne.

Les composants des extraits tels que les Terpénes affectent non seulement la
perméabilité mais aussi d’autre fonctions dans les membranes cellulaires. Ces composés
peuvent traverser les membranes cellulaires, pénetrent ainsi a D’intérieur de la cellule et
interagissent avec des sites critiques intracellulaire tels que les enzymes et les protéines, ce

qui conduit a la mort cellulaire (Omidbeygi et al., 2007 ; Cristani et al., 2007)
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CONCLUSION

L’étude de Dactivité antibactérienne des extraits des graines de Citrullus
colocynthis et des feuilles d’Artemisia herba alba et Pistacia lentiscus par la méthode de
dilution en milieu solide et par la méthode des puits a révelé que les extraits organiques
possedent une remarquable activité antibactérienne liée a leur richesse en composeés

bioactifs largement répandus dans les plantes médicinales.

L’extrait organique d’Artemisia herba alba posséde une trés bonne activité
antibactérienne contre les souches sélectionnées. L’extrait organique de Pistacia
lentiscus a démontreé lui aussi son effet bactéricide. L’extrait organique de Citrullus

colocynthis exerce une faible activité par rapport aux deux autres extraits.
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Conclusion générale et perspectives

La flore Algérienne est 1’'une des plus riches au monde et posséde de nombreuses
plantes utilisées en médecine traditionnelle. Parmi elles, trois plantes ont fait 1’objet de

notre étude phytochimique, antibactérienne et antifongiques.

Au cours de cette étude, menée sur 1’activité antibactérienne et antifongique des
extraits éthanoliques des graines de Citrullus colocynthis, des feuilles de Pistacia lentiscus
et d’Artemisia herba alba sur quelques souches bactériennes et fongiques, les analyses
phytochimiques effectuées apres extraction organique ont démontre que les différents
extraits bruts obtenus sont une source privilégiée de molécules biologiquement actives,
présentes sous forme d’alcaloides, des terpénes, des polyphénols et coumarines dont
certains sont abondantes tel que les tannins et les flavonoides.

L’activité antifongique et antibactérienne, était évaluée en utilisant une gamme de
concentration d’extraits, les résultats apparus révelent que 1’extrait éthanolique d’Artemisia
herba alba possede une trés bonne activité antibactérienne contre toutes les souches
sélectionnées. L’extrait éthanolique de Pistacia lentiscus a dévoilé une bonne activité
antifongique contre la majorité des souches sélectionnées. Malgré la résistance et la
pathologie connue de S.aureus, cette derniére est apparue trés sensible a I’extrait
éthanolique d’Artemisia herba alba.

Du fait que notre pays posséde une biodiversité immense dont chaque plante se
caractérise par un réservoir assez important de métabolites secondaires avec des
caractéristiques thérapeutiques et pharmacologiques particuliéres qui demandent d’étre
exploitées par les recherches, de cet effet, on propose aussi d’orienter les recherches
scientifiques vers la réalisation des études approfondies et complémentaires des activités
biologiques de ces plantes et plus précisément sur I’armoise

A Tissue de cette étude et afin d’élucider certains points restés peu claires, il
apparait nécessaire d’effectuer d’autres études approfondies qui se résument dans les
points suivants :

e Une étude in vivo pour obtenir une vue globale sur I’activité antibactérienne
et antifongique des extraits des plantes sélectionnées.

e Extraction et caractérisation des composés actifs par des méthodes plus
spécifiques.

e Réalisation d’une étude toxicologique avant I’application des extraits.

e Testé I’activité antitoxigéniques de ces extraits.
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Annexes

1) Préparation des milieux de culture

a) Préparation de milieu de culture PDA

Bouillage 200 g de pommes de terre tranchées dans un 1 L de 1’eau distillé pendant 20
minutes, on ajoutant 1’eau distillée au bouillon obtenu (filtré) pour un volume final d'un litre.

Puis on ajoute 20 g de glucose et 20 g d'agar-agar en poudre puis le chauffer en agitant
dans une plague chauffante magnétique apreés on le stérilise dans autoclave a 120 kPa pendant
20 minutes.

b) Préparation de milieu de culture Mueller Hinton

Mélange 38 g de Mueller Hinton poudre dans 1L d’eau distillé 1l faut homogénéiser puis le
chauffer en agitant dans une plaque chauffante magnétique. Apres on le stérilise dans un
autoclave a 120 kPa pendant 20 minutes.

c) Préparation de milieu de culture Mueller Hinton Bouillon

Mélange de 21 g de Mueller Hinton Bouillon dans un 11 d’eau distillé, il faut homogénéiser
puis le chauffer en agitant dans une plaque chauffante magnétique. Apres on le stérilise dans
un autoclave a 120 kPa pendant 20 minutes.
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Résumé

Contribution a I’étude antimicrobienne des extraits éthanoliques de Pistacia lentiscus, Citrullus colocynthis et Artemisia herba alba plantes
utilisées en médecine traditionnelle Algérienne.

Les plantes médicinales sont tres utilisées localement par la population algérienne pour traiter les différentes maladies grace a leurs activités
biologiques, leurs constituants ont une longue histoire comme agents antimicrobien afin de combattre I’antibiorésistances qui occupe actuellement
une place tres importante conduisant les chercheurs vers la recherche de nouvelle stratégie de prévention et de lutte.

Ce travail porte sur 1’étude in vitro de I’activité antimicrobienne des extraits éthanoliques des graines de Citrullus colocynthis et des feuilles de
Pistacia lentiscus et d’Artemisia herba alba, des plantes aromatique et médicinale de la flore algérienne, vis-a-vis de quelques bactéries pathogenes
pour I’Homme et quelques moisissure toxinogéné de contamination d’aliments. Cette activité antimicrobienne est testée par deux méthodes
différentes afin de bien divulguer leurs pouvoirs antibactériens et antifongiques.

L’analyse phytochimique des extraits éthanoliques des graines de Citrullus colocynthis, des feuilles de Pistacia lentiscus et d’Artemisia heba alba a
révélé la présence de quelques groupes chimiques (polyphénols totaux, terpénes et alcaloides) susceptibles d’exprimer les activités antimicrobienne
recherchées.

Les résultats obtenus durant cette é¢tude ont démontré 1’efficacité antimicrobienne des extraits éthanolique de ces plantes. L’extrait éthanolique
d’Artemisia herba alba a montré son capacité a exercer un pouvoir antibactérien sur la totalité des souches bactériens que chez les moisissure par un
diamétre d’inhibition de 51,42 mm contre S.aureus, et I’extrait éthanolique des feuilles de Pistacia lentiscus a prouvé un effet antifongique sur certain
souche fongique.

Les résultats montrent que les extraits éthanoliques des feuilles d’A.rtemisia herba alba et de Pistacia lentiscus utilisés a faible concentration
pourraient avoir un potentiel important pour le contréle biologique des bactéries pathogénes et des moisissures.

Mots clés : Citrullus colocynthis, Pistacia lentiscus, Artemisia herba alba, extrait éthanolique, analyse phytochimique, activité antibactérienne,
activité antifongique.

Abstract

A Contribution to the study of antimicrobial activitys of ethanolic extracts of Pistacia lentiscus, Citrullus colocynthis and Artemisia herba alba
medicinal plants used in traditional medicine Algeria.

Medicinal plants are widely used locally by the Algerian population to treat various diseases, through biological activities, their constituents have a
long history as antimicrobial agents to combat the interim who currently occupies a very important place leading researchers to search for new
prevention and control strategy.

This work focuses on the study in vitro antimicrobial activity of ethanolic extracts from the seeds of Citrullus colocynthis and leaves of Pistacia
lentiscus and Artemisia herba alba plants aromatic and medicinal Algerian flora, with some human pathogenic bacteria and some contamination of
food toxigenic mold. This antimicrobial activity is tested by two different methods in order to properly disclose their antibacterial and antifungal
powers.

The phytochemical analysis of the ethanolic extracts of the seeds of Citrullus colocynthis, leaves of Pistacia lentiscus and Artemisia heba alba
revealed the presence of some chemical groups (polyphenols totals, terpenes and alkaloids) likely to express desired antimicrobial activities.

The results obtained during this study showed the ethanolic extracts antimicrobial effectiveness of these plants. Extract ethanolic of Artemisia herba
alba showed its capacity to exercise a power of antibacterial on all of the bacterial strains as in the mold by a diameter of inhibition 51.42 mm against
S.aureus, and the ethanolic extract from the leaves of Pistacia lentiscus has proven an antifungal on certain fungal strain effect.

The results show that ethanolic extracts of the leaves of A. herba alba and P.lentiscus used at low concentrations could have significant potential for
biological control of pathogenic bacteria and mold.

Keywords: Citrullus colocynthis, Pistacia lentiscus, Artemisia herba alba, ethanolic extract, analysis phytochemical, antibacterial activity, antifungal
activity.bstract
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