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Résumé :

Contribution a I’étude de P’activité antifongique de quelques extraits aqueux de plantes

utilisées en médecine traditionnelles

Les plantes médicinales sont trés utilisées localement par la population algérienne pour
traiter différentes maladies grace a leurs activités biologiques, leurs constituants ont une
longue histoire comme agents antifongique, Cependant, leur utilisation comme préservateurs

des denrées alimentaire été rarement rapportee.

Ce travail porte sur 1’étude in vitro de ’activité antifongique et des extraits aqueux des
graines de Citrullus colocynthis et des feuilles d’Artemisia herba alba, Origanum
glandulosum, Pistacia lentiscus, et d’Eucalyptus globulus, des plantes médicinaux de la
flore algérienne, vis-a-vis de quelques champignons pathogénes de contamination des

aliments.

L’analyse phytochimique de nos extraits aqueux a révélé la présence de quelques
groupes chimiques (polyphénols totaux, stéroides et alcaloides) susceptibles d’exprimer les
activités antifongiques recherchées sur les espéces fongiques contaminants. L’étude de
I’activité antifongique des extraits aqueux a démontré que ’extrait aqueux d’Artemisia herba
alba dévoile une activité antifongique importante avec un pourcentage d’inhibition de
69,23% suivi d’Eucalyptus globulus et de Origanum glandulosum avec un pourcentage
d’inhibition de 20% sur Aspergillus flavus. La méthode des puits a révélé que I’extrait
d’Artemisia herba alba possédé une bonne activité antifongique contre le Fusarium

graminirium et Penicillium expansum.

Les résultats obtenus montrent que les extraits de plantes utilisés surtout a faible
concentration pourraient avoir un potentiel important pour le contrdle biologique des

champignons dans les denrées alimentaires.

Mots clés :

Citrullus colocynthi, Artemisia herba alba, Origanum glandulosum, Pistacia lentiscus,
Eucalyptus globulus, Aspergillus flavus, Fusarium graminirium, Penicillium expansum,

extrait aqueux, activité antifongique.



Abstract :

Contribution to the study of the antifungal activity of aqueous extracts of some plants

used in traditional medicine

Medicinal plants are used locally by the Algerian population to treat different diseases
with their biological activities, their constituents have a long history as antifungal agents,

however, their use as preservatives in food commodities rarely been reported.

This work focuses on the study in vitro antifungal activity and aqueous extracts of the
seeds of Citrullus colocynthis and leaves of Artemisia herba alba, Origanum glandulosum,
Pistacia lentiscus, and Eucalyptus globulus, medicinal plant flora Algeria, wich some

pathogenic fungi contamination of food.

Phytochemical analysis of our aqueous extracts revealed the presence of some chemical
groups (total polyphenols, steroids and alkaloids) capable of expressing the antifungal
activities sought contaminants fungal species. The study of the antifungal activity of the
aqueous extracts showed that the aqueous extract of Artemisia herba alba reveals a
significant antifungal activity with a percentage of inhibition of 69.23% followed by
Eucalyptus globulus and Origanum glandulosum with a percentage of 20%o inhibition of
Aspergillus flavus. The method of the wells revealed that the extract of Artemisia herba alba
possessed good antifungal activity against Fusarium graminirium and Penicillium

expansum.

The results show that the plant extracts used mainly in low concentration could have

significant potential for the biological control of fungi in food.

Keywords:

Citrullus colocynthis, Artemisia herba alba, Origanum glandulosum, Pistacia lentiscus,
Eucalyptus globulus, Aspergillus flavus, Fusarium graminirium, Penicillium expansum,

aqueous extract, antifungal activity.
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Introduction

Les graines de céreales constituent, depuis toujours, la principale ressource
alimentaire de I’Homme et de 1’animal et possédent un pouvoir nutritionnel important.
Dans la plupart des cas, la production des céréales est assurée par une seule récolte dans
I’année alors que la consommation est prolongée toute au long de 1’année, d’ou la nécessité
du stockage. Malheureusement, de nombreux agents de détériorations (vertébrés, insectes,
moisissures, acariens,...) sont la cause de la perte d’une grande partie des récoltes de
céréales et méme leurs sous-produits. Les moisissures et leurs métabolites secondaires
entrainent, a 1’échelle mondiale, des pertes de céréales et leurs dérivées estimées de 5 a

10% (pfohl-leszkowicz, 1999).

La sécrétion des metabolites secondaires hautement toxiques, par les champignons
mycotoxinogénes au cours de leur prolifération sur les denrées alimentaire, constitue un
danger réel pour la sécurité sanitaire de I'Homme et de I'animal. En Angleterre, en 1960,
l'ingestion d’une farine importée du Brésil, contaminée par Aspergillus flavus a entrainé la
mort brutale d'une centaine de milliers de volailles. Cet événement dénommé autrefois tout
simplement « Turkey-X- Disease » a donné le départ d'une série d'études et de recherches

sur les moisissures et leurs substances actives (Tantaoui, 1977).

La toxicité chronique des mycotoxines et surtout les aflatoxines et des ochratoxines
surviennent apres 1’ingestion répétée de doses treés faibles. Des résultats in vivo ont montré
que I’aflatoxine B1 provoque trés fréquemment des mutations. Les aflatoxines et les
ochratoxines provoguent un ensemble de pathologies animales surtout chez les animaux

qui se nourrissent des céréales contaminées (Aguillar et al., 1993).

La recherche de nouvelles stratégies de prévention contre les infections et les
maladies d’origine fongique, 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.

Malgre les études multiples sur I’utilisation de la Citrullus colocynthis, le Pistasia
lentiscus, 1I’Artimisia herba alba, 1’Eucaluptus globulus et I’Origanum glandulosum dans
le domaine culinaire et celui de la médecine traditionnelle, peu de travaux ont été réalisé

sur I’effet antifongique des extraits aqueux de ces plantes.
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L’utilisation des substances naturelles dans la lutte contre les moisissures est a
I’origine du choix de notre théme qui consiste en 1’extraction de quelques métabolites a
partir de Citrullus colocynthis, Pistasia lentiscus, Artimisia herba alba, Eucaluptus
globulus et Origanum glandulosum et la recherche de leurs effets antifongiques sur des

souches fongiques potentiellement toxinogene.

Pour se faire, une synthése bibliographique représentant la premiere partie de notre
étude a éte réalisee afin de regrouper les informations essentielles sur la contamination des
denrées alimentaire par les champignons toxiques et une étude sur les plantes médicinales

et leurs activités biologiques sélectionnées pour cette étude.

Dans la seconde partie de notre étude, la méthodologie est représentée par les techniques

utilisées pour la réalisation de ce travail suivie des principaux résultats et leurs discussions.

L’étude est achevée par une conclusion générale et des perspectives.




Premiere partie :

étude
bibliographique.




Alteration
alimentaire par

les champignons
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I. Altération alimentaire par les champignons

Les maladies animales d'origine alimentaire constituent a I'neure actuelle I'un des
problemes les plus répandus a I'échelle internationale. Leurs répercussions sur la santé
animale et sur I'économie sont de plus en plus largement reconnues. Ces maladies sont
causées par divers agents en particulier les microorganismes pathogénes. En plus des virus
et des bactéries pathogenes, les champignons toxinogenes constituent un danger reel pour
la santé animal par la sécrétion de substances hautement toxiques (mycotoxines) au cours

de leur prolifération (Pavel, 2010).
I. 1. Détérioration alimentaire et facteurs favorisant

La présence de micro-organismes peut influencer négativement la qualité d'un
aliment, et également avoir des conséquences dommageables sur la santé humaine s'ils sont
pathogénes et produisent des toxines. La sécurité microbiologique des aliments reste, tout
au long de la chaine de production alimentaire, une préoccupation majeure de tous les
intervenants, du producteur au consommateur. De nos jours, le marché alimentaire est
soumis a des contrbles de qualité stricts pour certifier que les aliments sont exempts de

germes pathogenes (Albert, 2007).

Les denrées alimentaires sont souvent contaminées par des moisissures, et les toxines
associées générées par certains d'entre eux au cours du stockage, transport et traitement
post-récolte subir des pertes de qualité, la quantité, la composition des nutriments, et ainsi
de réduire la valeur de marché. Selon I'Organisation pour l'alimentation et I'agriculture
(FAO), environ 1000 millions de tonnes métriques de nourriture est gaché dans le monde
chaque année en raison de mycotoxines produites par des moisissures de stockage (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. Ils peuvent étre contaminés par les mycotoxines, métabolites secondaires
toxiques, qui peuvent étre présents dans les céréales due a des infections de grains par les

champignons, a la fois sur le terrain et pendant le stockage. La contamination dépend de

ﬁ/téraﬁon alimentaire  par Jos cfwynom 3
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facteurs environnementaux comme la température, I'humidité, causée par les insectes, la
sécheresse et les conditions de stockage inadéquates. La présence de mycotoxines dans un
produit final pourrait dépendre de la transformation des aliments, les mycotoxines dans les
céréales et leurs produits peut poser un risque pour la santé humaine et animale (Kirincic
et al., 2015).

Les conditions climatiques en Afrique subsaharienne sont favorables & 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. 2. Les mycotoxines
I. 2.1. Généralités sur les mycotoxines

Le terme mycotoxine vient du grec « mycos » qui signifie champignon et du latin «
toxicum » qui signifie poison. Il s’agit donc de substances chimiques toxiques, issues du
métabolisme secondaire de certaines moisissures qui se développent sur une large variété

de denrées alimentaires, et en particulier les céréales (Castegnaro et al., 2002)

Les aliments sont fréquemment contaminés par plusieurs moisissures capables de
produire chacune plusieurs toxines. En raison de leurs effets toxiques et de leurs propriétés
synergiques, les mycotoxines présentent un grave risque pour les consommateurs de ces

produits contaminés (Yiannikouris et Journy., 2002).
I. 2.2. 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, systeme 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 suboptimales de leur
développement. Ces moléecules 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 probléeme de sécurité sanitaire des aliments

au niveau mondial (komar et al.,2008).

%téraﬁon afimentaire  par Jos cfwynom 4
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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 fréquemment recherchées sont les Aflatoxines (AFT) et
I’Ochratoxine A (Houmairi et al., 2015). Le Tableau 01 résume les principaux produits

alimentaires contaminés.

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 ~ Céreales,  amandes, noix,
pistaches, figues, dattes, cacao,
café, manioc
Aflatoxine M1 Lait, produits laitiers sauf
beurre
Ochratoxine A Aspergillus Céréales (blé, mais, orge, riz,

seigle, avoine), noix, poivre,
fruits secs, abats d’animaux, jus
de raisin, biere

Penicillium verrucosum

Zeéaralénone Fusarium Céréales : mais, blé, sorgho
Trichothécénes Fusarium Céréales : blé, mais, orge ; riz
Fumonisine : B1 Fusarium moniliforme Mais

Patuline Aspergillus Cidre, ensilage, jus de pomme

Penicillium expansum

I. 2.3. Champignons producteurs de mycotoxines

Ces métabolites secondaires toxiques produites par certaines especes 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 problémes de santé publique (Levasseur-Garcia, 2013). Les principaux

genres de champignons producteurs de mycotoxines sont Aspergillus, Fusarium,
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Claviceps, Alternaria et Penicillium (Ruppol et al., 2004). Le Tableau 02 démontre les
principales espéces productrices de mycotoxines.

Tableau 02. Especes fongiques productrices de mycotoxines (Reboux, 2006)

Mycotoxines Espéces

Aflatoxine Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus,

Penicillum frequentans

Aspergillus ochraceus, Aspergillus carbonarius,
Ochratoxines Penicillum verrucosum, Penicillum cyclopium,

Penicillum veridicatum

_ Penicillum expansum, Byssoclamys nivea,
Patuline )
Byssoclamys fulva, Aspergillus clavatus
Islandicine, o _ ) o
o Penicillum islandicum Penicillum brunneum,

citrine, o o ]

) _ Penicillum citrinum, Aspergillus terreus
lutéoskyrine
Rubratoxine Penicillum rubrum, Penicillum purpurogenum
Trichothécénes Fusarium tricinctum, Fusarium sporotrichoides
Fumosines Fusarium moniliforme, Fusarium proliferatum

o Fusarium graminearum,  Fusarium tricinctum,
Zearalérone )
Fusarium oxysporum

Diacétoxiscirpénol Fusarium graminearum, Fusarium roseum

Nivalénol, fusarénones Fusarium nivale

Satratoxine,
roridine, Stachybotrys chartarum

verrucarine

Trichodermine, ) o
) ) Trichoderma viride
trichoverrine

Chasetoglobosine Chaetomium globosum

Trichodermol, )
) ] Memnoniella sp.
trichodermine
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I. 2.4. Classification des mycotoxines
Les mycotoxines appartiennent a différentes catégories :

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

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

e Les peptides : ergotamine, tryptoquivaline, acide aspergillique, acide
cyclopiazonique, slaframine.

e Les diceto-pipérazines : gliotoxine, roquefortine, sporidesmine (Turner et al.,
1983).

. 2.5. Pathogénie et mode d’expression
a- Ingestion

Bien que le pouvoir pathogéne des mycotoxines par ingestion n’ait été établi
réellement que depuis les années 1960, c’est depuis le Moyen Age que les chroniques
relatent le «feu de Saint-Antoine» se manifestant, a la suite de la consommation de pain
contaminé par Claviceps purpurea (ergotisme). Des effets hépatotoxiques, neurotoxiques,
mutageénes, tératogenes et cancérigénes des différentes mycotoxines ont été prouvés chez
I’animal par voie digestive (Hendry et al., 1993 ; Loiseau et al., 2005)

b- Inhalation

Le pouvoir pathogene des mycotoxines absorbées par inhalation reste difficile a
établir (Loiseau et al., 2005 ; Miller et al., 2003). La taille des particules contenant les
mycotoxines (exemple : spores, fragments mycéliens) ou sur lesquelles elles sont
adsorbées (exemple : poussiéres) détermine la profondeur de la pénétration des substances

toxiques dans I’arbre bronchique. Dans I’environnement intérieur (Robbins et al., 2000).

La majorité des mycotoxines sont de puissantes cytotoxines qui interférent a
plusieurs niveaux de la vie cellulaire. Ainsi, certaines mycotoxines, peuvent bloquer la
production de surfactants ou détruire les macrophages au niveau pulmonaire (Nikulin et
al., 1997 ; Lee et al., 1999). Certaines toxines attaquent 1’intégrité de la structure de
I’épithélium pulmonaire permettant a la moisissure de coloniser les cavités alvéolaires. Ces
différents modes d’action ont des effets délétéres sur les voies respiratoires (Lougheed et

al., 1995) et peuvent mener a 1’exacerbation de 1’asthme (Gordon et al., 1993). De plus,
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les mycotoxines associées a des spores inhalées peuvent étre transloquées au niveau de
I’épithélium respiratoire vers d’autres sites et produire ainsi des effets systémiques plus

généraux (effet sur la tension artérielle et le rythme cardiaque) (Flannigan et al., 1991).
c- Contact

L’action directe des mycotoxines sur la peau a été établie, ainsi les trichotécenes

sont irritantes pour la peau et peuvent causer des rougeurs a faibles doses (Husman ,1996)
I. 2.6. Les types des mycotoxines
a- Les aflatoxines
al- Définition
En 1965, I’aflatoxine était la premiére 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 Bl, B2, G1 et G2

(Yiannikouris et Journy., 2002) (Figure 01).
a2- Propriétées physico-chimiques des Aflatoxines

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

en formant des composeés toxiques (Cole et Cox, 1981)

O OCH3
Gy

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

L'AFB1 est la plus toxique, suivie par ordre décroissant de toxicité par I'AFML1,
I'AFG1, I'AFB2 et I'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’AFBI bloque la multiplication cellulaire chez les especes sensibles & des concentrations
létales. Alors qu’a des concentrations sublétales, elle produit des aberrations
morphologiques et physiologiques (Jakab et al., 1994). Les aflatoxines inhibent la
croissance des bacteries par inhibition de la synthése ou blocage de la réplication de I’ADN
et par blocage de la synthése protéique (Bilgrami et Sinha, 1992).

b- Les ochratoxines

b1- Définition

Les ochratoxines sont les mycotoxines les plus fréquemment rencontrées sur le
continent ameéricain et en Europe occidentale. Neufs composés ont été décrits, seule
I’ochratoxine A représenté 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-
Leszkowicz et al., 2003). L’ochratoxine A est un contaminant fréquent des céréales, du
café, des noix, du poivre, des fruits secs, du jus de raisins, de la biere et des abats des
animaux (Lo Curto et al., 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 cancérogene (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 lumiere
UV, de couleur verte en milieu acide et bleue en milieu alcalin (Miller et Trenholm,
1994). L’OTA est soluble dans les solvants organiques polaires (alcools, cétones, benzéne,
chloroforme) mais faiblement soluble dans 1’eau et insoluble dans 1’éther de pétrole et les
hydrocarbures saturés. Cette molécule possede un point de fusion proche de 90°C. Ce point
s’éléve 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
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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).

WiCHy
Ochratoxine A
OOH oH O 08 2CH3
IICHa llCH3
Ochratoxine B Ochratoxine C

Figure 02. Structure chimique des ochratoxines (COLE et al., 2003)
c- La zéaralénone

Cette mycotoxines était decouverte 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 Fusarium. C’est un
contaminant des céréales : mais, blé, sorgho. Elle pose des probléemes dans les élevages de
porcs o, 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 méle (Castegnaro et al.,
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).
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e- Les fumonisines

Cette toxine est identifiée assez tardivement dans les années 80 en raison de leur
caractére 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 oedemes pulmonaires chez le porc.
(Pfohl-Leszkowicz et al., 1999 ; Soriano et al., 2004).

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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Il. La phytothérapie et la médecine traditionnelle

L'Afrique est considérée comme le berceau de 'humanité, elle est d’une diversité
biologique et culturelle trés riche. La médecine traditionnelle africaine est la plus ancienne
et peut-étre la plus diversifiée de tous les systémes de médecine. Le continent africain est
reconnu. Pour avoir un taux d'endémisme ¢€léve contre I’un des taux de déforestation les
plus ¢éleves dans le monde. Malheureusement et jusqu’a ce jour, les systémes

médicamenteux sont mal enregistres (Rechardin , 1996).

La médecine traditionnelle africaine dont I’usage est trés répandue en Afrique et
sous ses formes variees, est une approche holistique impliquant & la fois le corps et I'esprit.
Le guérisseur généralement diagnostique et traite la base psychologique d'une maladie

avant de prescrire des médicaments pour traiter les symptdémes (Vigneau, 1985).

La médecine traditionnelle et plus particulierement les traitements a base de plantes

étaient bien développés en Algérie. (Rebbas et al, 2012)

Récemment, plusieurs travaux ont mis en évidence les différentes activités
biologiques des plantes aromatiques et médicinales, en particulier leurs pouvoirs
antifongique, antibactérien et antioxydant. Ainsi par ces propriétés, les huiles essentielles
ont été utilisées dans le domaine de conservation alimentaire, d’industrie des parfums, des
cosmétiques, de la pharmacie et de 1’agroalimentaire. Dans ce contexte, de nombreuses
études ont montré que les extraits de certaines plantes aromatiques ont une action
inhibitrice sur la croissance et la toxinogenése de plusieurs bactéries et champignons

responsables d’infections alimentaires. (Aouadhi et al, 2013)
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Il. Les plantes étudiées
Il. 1. Laphytothérapie

L'Afrique est considérée comme le berceau de I'humanité, elle est d’une diversité
biologique et culturelle trés riche. La médecine traditionnelle africaine est la plus ancienne
et peut-étre la plus diversifiée de tous les systemes de médecine. Le continent africain est
reconnu. Pour avoir un taux d'endémisme ¢éléve contre I’un des taux de déforestation les
plus ¢léves dans le monde. Malheureusement et jusqu’a ce jour, les systémes

médicamenteux sont mal enregistres (Rechardin , 1996).

La médecine traditionnelle africaine dont I'usage est trés répandue en Afrique et
sous ses formes variées, est une approche holistique impliquant a la fois le corps et I'esprit.
Le gueérisseur généralement diagnostique et traite la base psychologique d'une maladie

avant de prescrire des médicaments pour traiter les symptdémes (Vigneau, 1985).
I1. 2. L’armoise blanche
Il. 2.1. Presentation 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 (Rodrigues et
al., 1998).

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 ameére ; tige tomenteuse et trés ramifiée ;
feuilles blanches et les rameaux se terminent par des capitules assez petits, globuleux ou
ovoides, regroupant deux a quatre fleurs jaunatres ; le fruit est un akéne oblong (Rabbas et
al., 2012)

Il. 2.2. Description botanique et systématique

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 & 6 des fleurs jaunatres. Les bractees externes de I’involucre sont

orbiculaires et pubescentes (Nawwar et al., 1989) (Photo 01).
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Artemisia herba alba est trés répandu sur les Hautes-Plaines, les zones steppiques
et le Sahara (Rabbas et al, 2012)

Nom vernaculaire : Algérien : Chih, Francais : Armoise blanche

Photo 01. Artemisia herba alba (photo originale).

Régne : Plantae

Sous-régne : Tracheobionta
Division : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida
Sous-classe : Asteridae
Ordre : Asterales

Famille : Asteraceae

Genre : Artemisia

Espece : A. herba alba (Asso)

Il. 2.3. 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
remeéde de I’inflammation du tractus gastro-intestinal (Eidi et al., 2008). Plusieurs études
scientifiques ont également prouvées 1’efficacité de 1’armoise blanche en tant qu’agent
antidiabétique (Barham et al., 1972), antiparasitaire, antibactérien, antiviral, antioxydant,

antimalarien, antipyrétique, antispasmodique et antihémorragique (Deyama et al., 2006)
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Les feuilles broyées sont tres 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).
1. 2.4. Composition chimique

Plusieurs métabolites secondaires ont été isolés et identifiés de 1’Artemisia herba
alba dont les plus importants sont les sesquiterpenes lactones tels que les eudesmanolides
et les germacranolides (Papoutis et al., 2006) 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 tres 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 (Téth et al., 2007 ; Alkhatib 2010)

En plus des sesquiterpénes lactones et des flavonoides, I’analyse phytochimique a
montré que la composition des huiles essentielles de 1’Artemisia herba alba est riche en
monoterpenes, triterpenes pentacycliques, santonines, coumarines et tanins (Matteucci et
al., 2008)

Il. 3. Lacoloquinte
Il. 3.1. Présentation de la plante

C’est une herbe couchée avec une petite jaune fleur, son fruit est trées amer. Il
pousse largement et rapidement dans les sols sableux, cette plante est d’importance
médicinale. (Al-Ghamdi, 2015) (Photo 02)

Photo 02. Citrullus colocynthis (photo originale).
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Noms vernaculaires

Arabe : Handal, Hadag, Handhal ; Hantal, Hadjj ; Berber : Taberka, Tefersite,
Tadjellet ; Francais : Coloquinte, Chicotin; Anglais : Colocynth, Bitter apple, Bitter
gourd ; Allemand : Bitterzitrulle, Bitterapfel ; Inde : Tumba ou Gartoomba ; Italien :

Coloquintida, Popone amaro coloquinte (Sincich, 2002).
Il. 3.2. Classification botanique

Citrullus colocynthis appartient a la famille des cucurbitacées qui comprend a peu
pres 100 genres et 750 especes. Cette famille est connue pour sa grande diversité génétique
et sa grande adaptation aux régions tropicales, subtropicales et les déserts arides (Giwa et
al., 2010).

Régne : Végetale

Sous régne : Plantes vasculaires

Super division : Spermaphytes

Division : Angiospermes

Classe : Dicotylédones

Sous classe : Dialypétales

Ordre : Violales

Famille : Cucurbitacées

Genre : Citrullus

Espece : Citrullus colocynthis  (Zoro et al., 2003).

1. 3.3. 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 diamétre, ressemblant a
une petite pastéque, de couleur verte panachée de jaune clair, devient completement jaune
a maturité. La chair Iégére, spongieuse, de couleur jaune orangé. Une plante produit 15 a
30 fruits. Les graines de petite taille (6mm de longueur), ovoides et aplaties, lisse, de

couleur variant de I'orange au brun noiratre et ont une saveur amére (Duke, 1983).
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Il. 3.4. Répartition géographique

La coloquinte est une plante herbacée des régions saharo-arabiennes et du bassin
méditerranéen, utilisée en médecine traditionnelle depuis des temps tres anciens et
notamment pour lutter contre le diabéte (Nmila et al., 2002). Elle se développe largement

et rapidement dans les sols sableux (Al-Ghamdi, 2015)
Il. 3.5. Propriété thérapeutique et usage traditionnel

La coloquinte a une activité Emétique, purgatif, tonique du cuir chevelu. En usage
externe, les fruits de Coloquinte sont utilisés sous forme de macération huileuse pour
traiter les douleurs rhumatismales. En outre, 1’est utilisé sous forme des suppositoires pour
les hémorroides. Pour traiter la stérilité féminine, on mélange la coloquinte (hadja) avec la
saponaire (taghighicht), le marrube blanc (merriouet), le genévrier de Phénicie (araar) et la
mauve avec I’huile d’olive et la datte, on les prépare sous forme de suppositoires (Rabbas
et al., 2012).

Différents extraits de Citrullus colocynthis (famille de cucurbitacées) ont assuré un
effet antihyperglycémiant chez les rats diabétiques en stimulant in vitro la sécrétion de
I’insuline (Benariba et al., 2012). La plante contient cucurbitacines, cette derniére posséde
diverses activites antitumoral, anti-hépatite et effets immunopotentialisantes (Ayyad et al.,
2012). Les graines de coloquinte sont couramment utilisées comme traitement
antidiabétique dans la médecine traditionnelle des pays méditerranéens (Sebbagh et al.,
2009)

Il. 3.6. Composition chimique

Les résultats d’examen phytochimique présentés par Benmehdi en 2000, montrent la
présence des alcaloides dans toutes les parties de la coloquinte surtout dans les graines et
I’épicarpe. Les stéroides et les tanins sont retrouvés dans toutes les parties, et a des
quantités moindres les flavonoides et les saponines. Il a aussi mentionné que les
coumarines, les anthracénosides, les anthraquinones, les ergolines et les émodols sont
totalement absents (Benmehdi, 2000)

Les Graines de coloquinte contiennent 26,6% d’huile, 13,5% de protéine, 2,1% de
cendre, 52,9% de fibre brute, 4,9% d’azote libre et contiennent 322 mg/100 g de
potassium, 119 mg/100 g de phosphore et 3,3 mg/100 g de fer (Sawaya et al., 1986). Elles
contiennent aussi la phytosteroline, phytosterols, hydrocarbures, saponines, alcaloides,

polysaccharides, glycosides et des tannins (Duke, 1978).
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Il. 4. L’origan
Il. 4.1. Présentation de la plante

Le genre Origanum, appartenant a' la famille des Lamiacées, comporte 38 especes
qui sont largement répandues dans les régions euro-sibérienne et irano-sibérienne.
Cependant, la plupart des especes, environ 75 %, sont concentrées dans le pourtour
méditerranéen, en particulier dans les régions méditerranéennes de 1’Est. L’origan est
souvent considéré comme une forme sauvage de la marjolaine, c’est I’ornement odorant

des montagnes (Bekhechi et al., 2008) (Photo 03).
Noms vernaculaires :

e Enarabe : Zaater (Baba Aissa, 1991).
¢ En francais: Origan, Marjolaine sauvage, grande marjolaine, pied de lit
(Garnier et al., 1961),

Nom binomial : Origanum glandulosum

Photo 03. Origanum glandulosum (Photo originale).

Il. 4.2. Description botanique et systématique de la plante

C’est une plante a tiges toutes dressées, souvent rougedtres et velues,
I’inflorescence blanchatres ou rose (Baba Aissa, 1999), la corolle a une lévre inférieure
qui est bien plus longue que la lévre supérieure (Quezel et Santa, 1963). La saveur de

cette plante est fortement aromatique (Richard, 1974).
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D’aprés Quezel et Santa (1963), la systématique d’Origanum glandulosum est la

suivante :

Régne : Plantae

Classe : Eudicot

Ordre : Lamiales

Famille : Lamiaceae

Genre : Origanum

Espeéce : Origanum glandulosum (Desf.)

1. 4.3. Propriété thérapeutique et usage traditionnel

La plante est utilisee dans les préparations culinaires et est considérée
essentiellement comme une plante médicinale pour traiter les maladies sévéres. Elle jouit

d’une grande faveur populaire en Algérie et en Tunisie (Bekhechi et al., 2008)

L’origan est utilisé sous forme d’infusion ou d’inhalation pour soigner les rhumes,
la toux et les affections gastro-intestinales. En outre, il est utilisé comme bain de bouche

pour soigner les affections buccales (aphtes) (Rebbas et al., 2012)
Il. 5. Pistachier lentisque
Il. 5.1. Présentation de la plante

Le genre Pistacia, appartenant la famille des Anacardiacées, comprend de
nombreuses especes trés répandues dans la Méditerranée et le Moyen-Orient. Plusieurs
espéces endémiques de Pistacia colonisent le territoire algérien (Pistacia lentiscus,

Pistacia therebintus et Pistacia atlantica) (Benabderrahmane et al., 2009).

Le lentisque (Pistacia lentiscus L.), appelé aussi pistachier lentisque, arbre a mastic,
“Derou” ou “Tadist”, est en général un arbuste de 1 a 8 m de hauteur (Benhammou et al.,

2004) (Photo 04).
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Photo 04. Pistacia lentiscus (Photo originale).

Nom vernaculaire

e Frangais : Arbre au mastic, Lentisque

e Arabe : Derw, darw

Il. 5.2. Systématique de la plante Description botanique

Le lentisque est un arbuste sclérophylle a feuilles persistantes, a odeur de résine
fortement acre et a croissance lente, d’'une hauteur de 2 m, il peut cependant atteindre la

taille d’un arbre lorsqu’il est dans des sites humides et protéges (Munné et al., 2003).

Les feuilles ont une durée de vie de 2 ans (Ait | Hout et al., 2004). 1l se distingue
des autres pistachiers par son feuillage persistant ; les feuilles de type composé sont
paripennées, se terminant par une paire de folioles, tandis que celles des autres pistachiers se
terminent par une seule foliole. Elles sont caduques en hiver, vert pales et plus grandes en
général. Le rachis portant les folioles est ailé. Les fleurs sont apétales. Le fruit est une petite
drupe arrondie d’environ 5 mm, d’abord rouge, elle devient ensuite noire ; la graine est
identique aux pistachiers, mais beaucoup trop petite pour étre consommeée. L’inflorescence
est une grappe composée, lache et aussi longue que les feuilles ; la floraison a lieu des le

mois de mars au mois de mai (Benhammou et al., 2004).

La systématique de cette plante est la suivante :
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Régne : Plantae
Classe : Magnoliopsida
Ordre : Sapindales
Famille : Anacardiaceae
Genre : Pistacia
Espéce : Pistacia lentiscus
Il. 5.3. Propriété thérapeutique et Usage traditionnel

Les qualités thérapeutiques de cette espece sont connues depuis 1’antiquité, ou les
anciens egyptiens ont utilisé le mastic du Pistacia lentiscus L. pour I’embaumement , Le
lentisque constitue une source principale de la production d’oléorésine Cette résine est
utilisée comme antiseptique du systéme respiratoire et anti-Helicobacter (Benhammou et
al., 2004). Cette plante est utilisée par les habitants en infusion des feuilles fraiches dans
I’eau bouillante contre les troubles digestifs et gastriques. En usage externe, elle agit
comme un cicatrisant. Autre utilisation de la plante : antiseptique, astringent, expectorant,

détersif, diurétique, hémostatique et stimulant (Rabbas et al, 2012)
Il. 5.4. 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 triterpenes (Atmani et al., 2002).

Il. 6. L’eucalyptus
Il. 6.1. Présentation de la plante

L’eucalyptus est une plante trés connue qui peut atteindre des dimensions
considérables (plus de 100 m de haut), le genre Eucalyptus est endémique en Australie et
en Tasmanie. Il est cultive de nos jours dans quelques régions subtropicales d’Afrique,
d’Asie (Chine, Inde, Indonésie) et d’Amérique du Sud ainsi qu’en Europe méridionale et
aux Etats-Unis. Les especes appartenant a ce genre sont utilisées pour assécher certaines
zones marécageuses et se sont acclimatées a la région méditerranéenne. (Wichtl et al.,
2003).
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Nom vernaculaire

e Francais : eucalyptus, arbre a la fievre, gommier bleu.

e Anglais : blue gum tree, fevertree, tasmanian bluegum, blue Gum-tree, Southern
blue-gum.

e Allemand : Eukalyptusblatter, Blauer Eukalyptus, Fieberbaum.

e [|talien : albero della febre, eucalipto comune.

e [Espagnol : eucalipto, eucaliptus.

e Arabe : kalitds, kalatus,
Il. 6.2. Description botanique et systématique de la plante

D’aprés Wichtle et son équipe en (2003), I’eucalyptus est un trés bel arbre de 30 a
35 m, jusqu’a 100 m dans son milieu naturel. Les eucalyptus portent des feuilles
persistantes, coriaces, glabres mais différentes en fonction de I’age des rameaux : les
jeunes rameaux possedent des feuilles larges, courtes, opposees, sessiles, ovales, bleu-
blanc et cireuses, avec un vrai limbe nervure. Les rameaux plus agés possédent des feuilles
aromatiques, falciformes, longues de 12 a 30 cm, étroites, pointues, épaisses, vert fonce,
courtement pétiolées, alternes et pendantes verticalement. Les fleurs naissent a 1’aisselle
des feuilles et sont de couleur blanc creme (en bouton de couleur blanc-bleu), solitaires,

melliferes, relativement larges.

Le fruit ligneux est une grosse capsule glauque prenant une teinte marron a
maturité, dure, anguleuse, verruqueuse, et s’ouvrant légérement par trois, quatre ou cinq
fentes (qui dessinent une étoile a son sommet) pour libérer de nombreuses graines sombres

et minuscules (Photo 05).

Photo 05. Eucalyptus globulus (photo originale).
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La classification de la plante est la suivante

Régne : Plantae

Division : Magnoliophyta
Sous-régne : Tracheobionta

Classe : Magnoliopsida
Sous-classe : Rosidae

Ordre : Myrtales

Famille : Myrtaceae

Genre : Eucalyptus

Espéce : Eucalyptus globulus Labill.

Il. 6.3. Propriété thérapeutique et usage traditionnel

L’essence d’eucalyptus a la réputation d’éloigner les moustiques. Combinée avec
de I’huile d’olive, elle a une action calmante contre les douleurs rhumatismales et sur les
bralures. Les feuilles séchées ou fraiches sont utilisées en fumigation pour désinfecter les
maisons en période de grippe, et en infusion contre ’angine et les affections des voies

respiratoires (Rebbas et al., 2012)
Il. 6.4. Composition chimique

Les feuilles sont composées de 1’huile essentielle (3,5 % du poids de la feuille),
d’acides phénols, de glucosides de monoterpenes, de flavonoides, de tanins et des dérives
du phloroglucinol (Osawa et al., 1996 ;Amakura et al., 2003 ; Ghedira et al., 2008 ;
Bruneton et al., 2009).
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Ce travail est réalisé au sein du laboratoire de « Mycologie » Département de
Biologie-Faculté des Sciences-Université Ammar Tlidji-Laghouat.

I. Matériel et méthodes
I. 1. Matériel végétal

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, alors que les feuilles
de Pistasia lentiscus proviennent de la commune de Balloul (Wilaya de Saida) et enfin,
I’Artimisia herba alba, I’Eucalyptus globulus et I’Origanum glandulosum sont collecté de
la région de Boussaada (Wilaya de M’sila). ( Figure 03 (A) et (B))

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

étudiés sont consignés dans le tableau 3.

Tableau 3. Origine, partie utilisée et date de préléevement des échantillons.

Partie Quantité de
utilisée chaque
échantillon (g)

Date de Lieu du
prélevement prélévement

Echantillons

Citrullus colocynthis  (jeg l;rrl;iitnes) 29/12/2014 d(’:m]slﬂfa 500 g
Pistasia lentiscus Les feuilles  01/01/2015 dC:g;“%Tﬁ 500 g
Artemisia herbaalba  -¢° TUIMIeS 30319015 ggﬁg‘s’;‘a‘éz 500 g
Origanum glandulosum Les feuilles 02/02/2015 ggglggéﬁz 700 g
Eucalyptus globulus Les feuilles 01/01/2015 ggﬁ;ggé%ea 800 g

L’identification botanique des especes végétales est effectuée au niveau du
laboratoire de physiologie végétale a I'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 especes de cucurbites consommées en sauce en Afrique de 1’Ouest

: Citrullus sp., Cucumero psismannii Naudin et Lagenaria siceraria (Molina) Standl.




Fruds exfén'menta/e.

Photo 06. Fruit de
Citrullus colocynthis.

Photo 09. Feuille
d’Eucalyptus globulus

Figure 03 (A). Les plantes étudiées.
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Photo 07. Feuille de
Pistasia lentiscus.

Photo 10. Fe

uille
d’Origanum glandulosum

Photo 08. Feulle de
Artimisia herba alba

Station de préléevement
des feuilles d’
’Artemisea herba helba,
’Eucalyptus globulus
Etd‘
Origanum glandulosum

Station de préléevement
des fruits de
Citrullus colocynthis

Figure 03 (B). Situation des différentes stations de prélevements des échantillons (Encarta,

1998).
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I. 2. Souches fongiques
I. 2.1. Choix des souches fongiques

Les souches fongiques utilisées pour tester 1’activité antifongique des extraits
aqueux des plantes sont des champignons microscopiques réputes toxinogenes. Elles sont a

I’origine d’importantes maladies. Ces souches sont regroupées dans le Tableau 03.

Tableau 04. Souches fongiques utilisées pour tester 1’activité biologique des extraits
_______________________________________________________________________________________________|

Souches fongiques Origine

Aspergillus flavus

Laboratoire de phytoprotection-
Département d’ Agronomie.
Faculté des sciences —Université
de Laghouat

Aspergillus parasiticus

Fusarium graminirium

Penicillium expansum

Les quatres souches fongiques ont été choisies soigneusement pour :

e Les différentes altérations alimentaires provoquées.
e Les problémes potentiels qu’ils posent en clinique.
I. 2.2. Vérification de la pureté des souches
a- Identification des genres par la technique de scotch

La technique de scotch consiste a adhérer a 1’aide d’un bout de scotch une fraction
mycélienne a partir d’une culture jeune et de la coller sur une lame contenant quelques
gouttes de lactophénol (Photo 11) (Chabasse, 2002). Les observations microscopiques

sont effectuées aux grossissements x10, x40 et X100 a I’aide d’un microscope optique.
b- Identification des genres par la technique de micro-culture

Décrite par Haris (1989), la technique de micro-culture consiste a inoculer les
spores des moisissures sur une lame menée de petits carrés, de milieu PDA acidifié et les
recouvrir par une lamelle. Les spores sont ensemencées sur les limites périphériques du

milieu pour leur fournir un potentiel d’oxygéne élevé afin qu’elles puissent germer.
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L’ensemble est conditionné dans une chambre stérile et humide puis incubé a 25 + 2°C

pendant 3 & 5 jours (Figure 04).

Photo 11. Méthode d’identification microscopique des moisissures par la méthode de
scotch (Chabasse, 2002).

Identification microscopique

¥

y
P y

Lamelle

-

Observation
microscopique

Figure 04. Méthode d’identification microscopique des moisissures par micro-culture
(Haris, 1989).

I. 3. Préparation des extraits et étude phytochimique

Dans ce volet de notre travail, nous avons essayé de recueillir un ensemble
d’informations sur notre matériel végétal qui regroupe les graines de Citrullus colocynthis,
les feuilles de Pistasia lentiscus, d’Artimisia herba alba, d’Eucalyptus globulus et
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d’Origanum glandulosum. Les graines et les feuilles ont été nettoyées et lavées avec de
I’eau du robinet puis séchées a I’ombre. Elles ont ensuite été pesées et broyées
grossierement (Figure 10) enfin, elles sont conservées a la température du laboratoire dans

un bocal hermétiquement fermé pour préserver leur qualité initiale.

Figure 05. Préparation de la poudre des plantes sélectionnées pour extraction (photo

originale).
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I. 3.1. Préparation des extraits aqueux
Extraction par macération a ’eau

Les extractions ont éte effectuees seulement sur les graines de Citrullus colocynthis
et les feuilles de Pistasia lentiscus d’Artemisia herba alba, d’Eucalyptus globulus et
d’Origanum glandulosum. La technique appliquée pour 1’extraction par macération a 1’eau

est celle utilisée par Senhaji et al (2005).

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

Figure 11 résume les étapes de I’extraction aqueuse.

20 g de poudre de plante additionné 3 heures de macération sous
a 100 ml d’eau distillé - agitation continue a 200 tours/min

!

Filtration sur papier filtre Wattman | Centrifugation € a 3600 tours/min
pendant 30 minutes
Evaporation dans I’étuve 4 50°C Répétition des mémes étapes cing
P ‘ fois successive sur le marc obtenu

Figure 06. Schéma du procédé d’extraction utilisé dans cette étude
l. 3.2. Détermination du rendement des extraits secs

Afin de pouvoir calculer le rendement de chaque extrait aqueux, les extraits sont
récupérés sec par évaporation de I’eau dans une étuve a 50°C. Le rendement est déterminé
par le rapport du poids de I’extrait sec apres évaporation sur le poids de la matiére végétale

séche utilisée pour I’extraction, multiplié par 100% (Bekhechi-Benhabib, 2001).
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Rd % = (m1X 100) / mo

e ml : masse en gramme de I’extrait sec ;
¢ mO0 : masse en gramme de la matiere végétale séche ;

e Rd: rendement.
I. 3.2. Tests phytochimiques

Les composés chimiques sont déterminés par une étude phytochimique qui consiste
a caracteériser 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, 1999).

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:

a- Détection 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). Aprés agitation de
I’extrait, la couleur vire au bleu noir en présence de tanins galliques et au brun verdatre en

présence de tanins catéchiques (Figure 16) (karumi et al., 2004).
a2- Détection des flavonoides

Un mélange de quelques gouttes de mg2+ 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

indigue 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).
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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).
I. 4. Evaluation du pouvoir antifongique des extraits aqueux de plantes
I. 4.1. Préparation des pré-cultures

Le PDA est le milieu de culture utilisé pour I’entretien des souches fongiques et la
réalisation des tests antifongiques. Afin de préparer des cultures jeunes, les souches fongiques
utilisées ont été cultivées dans des boites de Pétri contenant 20 ml de milieu PDA suivi d’une

incubation de trois a sept jours a 27 = 2°C.

I. 4.2. Evaluation du pouvoir antifongique des extraits par la méthode de dilution

sur milieu solide

La méthode de dilution en milieu solide permet la détermination de la concentration
minimale fongicide (CMF) & partir d'une gamme variable de concentrations de nos extraits
aqueux 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'aprés la méthode de Billerbeck et al (2002), une solution-meére de chaque extrait
est réalisée avec de 1’eau distillée stérile pour les extraits aqueux. 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 a 10mg, 25mg,
50mg, 75mg et 100mg par 20 ml de milieu PDA. Aprés solidification du milieu PDA,
I’inoculation se fait par le dépot d’un disque mycélien d’environ 0,6 cm de diametre d‘une

pré-culture de 3 a 7 jours au centre de la boite de Pétri (Figure 07).

Des témoins de croissance sont réalisés pour chaque souche et chaque série d'essais.
Tous les essais sont réalisés a double reprise. Aprés 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).
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Indice antifongique = (1 — ( Da / Db)) x100%.

Avec :

e Da: le diametre de la zone de croissance de ’essai

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

Témoin de LN
croissance sans ’
extrait i SN
- Culture jeune
®
Milieumcontenant
Dépét du disque Pex aune
mycélien de 0,6 cm au concentration X
centre du milieu ppy ' 'I 110
r = 0
{ Gamme de concentration effectuée e ,,l
10 mg/ml 25 mg/ml § 50 mg/ml i 75 mg/ml
100 mg/ml

Figure 07. Evaluation de ’activité antifongique par la méthode de dilution sur milieu
solide (Billerbeck et al., 2002).

I. 4.3. Evaluation du pouvoir antifongique des extraits par la méthode des puits
a- Préparation de la suspension fongique

Pour chaque champignon, 1’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 20 et de le transférer dans 3 ml de solution saline stérile 8.5%. Pour empécher
l'agglutination des spores, mélanger vigoureusement a 1’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 l'aide d'un spectrophotometre 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 100ul pour chaque souche sur les milieux

PDA solidifié sur les boites.
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b- Préparation de la gamme de concentration et inoculation des boites de
Pétrie

La fourchette de concentrations finales ainsi obtenue apres solubilisation des
extraits secs dans de ’eau distillée stérile correspond a 25mg/ml, 50mg/ml, 75mg/ml et
100mg/ml. Un volume de 40pul est déposé dans chaque puits préparé préalablement par
perforation des milieux PDA coulés, solidifiés et ensemencées. Ces boites sont enfin

incubées a 27+ 2°C pendant une durée de 48 heures (Figure 08).

L’activité antifongique est mesuré par le rapport entre la surface de I’inhibition crée
par I’extrait et la surface de la boites entiére multipliée par 100. Le résultat obtenu est
évalué comme suit :

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

e Supérieur a 8% : Bonne activité antifongique.

( Culture jeune

Eau physiologique
contenant10° spores

Préparation des
extraits

R = - -
l Gamme de concentration effectuée
25 mg/ml 5 mg/ml 75 mg/ml 100 mg/ml

Figure 08. Evaluation de I’activité antifongique par la méthode des puits. (Magusson et
al., 2003).
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Il. Résultats et discussion
Il. 1. Extraction et étude phytochimique des extraits aqueux des plantes
Il. 1.1. Rendements des extraits agqueux

Le résultat de cette expérimentation a permis I’obtention de cinq extraits différents

au moins dans leur aspect et leur couleur. Tous les extraits ont un aspect poudreux apres

I’évaporation de 1’eau.
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Figure 09. Rendements de I’extrait aqueux.

Le calcul du rendement par rapport au poids total de la poudre seche utilisée dans
I’extraction aqueuse montre que, les différentes plantes ont donné des masses en extraits
secs supérieures a 4 g / 100 g de poudre. Du point de vue rentabilité en poids, 1’extrait
aqueux de Pistacia lentiscus a donné les proportions les plus élevées en le comparant avec
les extraits aqueux des d’Artemisia herba alba, Eucalyptus globulus, Origanum

glandulosum et Citrullus colocynthis, les proportions sont respectivement 17.44%, 5.25%,
2.86%, 5.15% et 2.26% (Figure 09).

Il. 1.2. Etude phytochimique des extraits aqueux

Les résultats des tests phytochimiques effectués sur la poudre séche des différentes
plantes sont reportés sur le tableau 05.
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Tableau 05. Tests phytochimiques effectués sur les extraits aqueux des graines de
Citrullus colcoynthis. Feuille de Pistacia lentiscus, Artimisia herba alba, Eucaluptus

globulus et Origanum glandulosum.

Extrait aqueux de  Extraitaqueux Extraitaqueux Extraitagueux Extrait aqueuxd

Famille photochimiques Citrullus de Pistacia d’Eucalyptus. d’ Origanum Artimisia herba
colocynthis lentiscus globulus glandulosum alba
Alcaloides + - - + +
Tanins + + + + +
Polyphénols Flavonoides + + + + +
Saponosides - + -- +

Les résultats obtenus démontrent que tous les extraits de plantes sont riches en
substances bioactives. Les tanins et les flavonoides sont présents dans tous les extraits de
plantes. Les saponosides sont présents dans les extraits aqueux de Pistacia lentiscus et

Origanum glandulosum.

Les alcaloides sont caractérisés dans les extraits aqueux de Citrullus colocynthis,

Origanum glandulosum et Artimisia herba alba.
DISCUSSION

La méthode d’extraction effectuée sur la poudre des graines de Citrullus colocynthis
et les feuilles d’Artemisia herba alba, Origanum glandulosum, Pistacia lentiscus, et
Eucalyptus globulus menées a une température ambiante permet d’extraire le maximum de

composes et de prévenir leur dénaturation ou modification probables (YYagoub, 2008).

Il est difficile de comparer les résultats des extractions 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 aqueuse que nous avons obtenu pour la coloquinte est
similaire a ceux de Marzouk et al (2009) et (2011). Le rendement d’extraction du pistacia
lentiscus réalisé par Benhamou et al (2009) est plus faible par rapport a celui que nous

avons obtenu.

Les analyses phytochimiques des extraits aqueux révele que les graines de Citrullus
colcoynthis, les feuilles d’Artemisia herba alba, Origanum glandulosum, Pistacia
lentiscus, Eucalyptus globulus sont une source importante de polyphénols. Cette classe
regroupe essentiellement les tanins, les flavonoides et les saponosides. Les alcaloides sont

également presents dans la composition chimique des extraits.
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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 et al (2010). Gurudeeban et al
(2010) ont marqué la présence des tannins dans les extraits aqueux de Citrullus
colocynthis. L’existence des tanins dans notre extrait aqueux d’Eucalyptus globulus a été

confirmée par Bruneton (2009) et Grover et al (2002).

La richesse d’Artemisia herba alba en polyphénole sous forme de tanins est
rapportée dans quelques études (Mohamed et al., 2010). Abbas et Boudriche, 2007 ont

signale la présence de ces substances dans I’extrait aqueux de Pistacia lentiscus.

La présence des flavonoides dans I’extrait aqueux des graines de Citrullus
colocynthis, est également rapportée par plusieurs auteurs (Najafi et al., 2010 ;
Gurudeeban et al., 2010 ; Adebayo-Tayo et al., 2010 ; Ambi et al., 2007). 1l s’agit
d’une classe trés diversifiée ayant une multitude de structures distinctes par leurs propriétés
chimiques (Derbel Et Ghedira, 2005). L’étude faite par Saleh et al (1987), montre aussi
une diversité structurale allant des flavonoides communs (flavones glycosides et flavonols)

jusqu’aux flavonoides méthylés qui sont tres inhabituel chez |’Artemisia herba alba.

La présence des flavonoides dans I’extrait aqueux de /’Eucalyptus globulus est
rapportée dans 1’étude de Grover et al (2002). La présence de ces composées dans 1’extrait
aqueux de Pistacia lentiscus et d’Origanum glandulosum est enregistrée dans les études
réalisées par Vaya et al (2006) et Basli et al (2012)

Malgré 1’absence des saponosides dans 1’extrait aqueux de Citrullus colocynthis,
plusieurs études ont rapporté leurs existences (Najafi et al., 2010 ; Gurudeeban et al.,
2010 ; Adebayo-Tayo et al., 2010).

Les résultats relatifs au criblage phytochimique de la derniére classe de métabolites
secondaires, montrent que les alcaloides sont présents dans 1’extrait de graines de Citrullus
colcoynthis. 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 matiere

seche.

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
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al (1973) qui ont pu identifier la présence de trois alcaloides dans les graines de cette

espéce.

Le teste phytochimique enregistré positive pour les alcaloides dans 1’extrait aqueux

d’ Artemisia herba alba est confirmé par I’étude de Mohamed et al (2010).
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.

Les examens phytochimiques effectués sont d’une extréme importance. Ils
démontrent que les graines de Citrullus colocynthis et les feuilles d’ Artemisia herba
alba, Origanum glandulosum, Pistacia lentiscus et Eucalyptus globulus sont une source
privilégiée de molécules biologiqguement actives tels que les polyphénols et les

alcaloides.

Il. 2. Activité antifongique des extraits aqueux des plantes
Il. 2.1. Genres fongiques identifiés par la méthode de micro-culture et de Scotch

Sur la base de I’observation microscopique de la souche fongique A mettant en
évidence les tétes conidiennes, unisériées ou bisériées, d’abord radiées, puis reparties en
plusieurs colonnes de spores mal individualisées, jaunatres au début, puis vert-jaune foncé.
Les conidiophores sont verrugueux. Les vésicules sont sub-globuleuses. Les phialides sont
insérées directement sur la vésicule ou portées par des métules. Les conidies sont
globuleuses a sub-globuleuses, de couleur verte pale, verruqueuses. Les sclérotes,
fréquents dans les isolats récents, sont globuleux a sub-globuleux, d’abord blanc puis
virant au brun-rouge foncé et au noir. Nous pouvons déduire qu’il s’agit d’Aspergillus
flavus (Photo 12).
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Photo 12. Aspect microscopique des souches Aspergillus flavus (photo original).

L’observation microscopique de la souche fongique B permet de distinguer des
organisations en pinceau. Le thalle, formé de filaments mycéliens septés et hyalins, porte
des conidiophores lisses ou granuleux, simples ou ramifiés qui se terminent par un
pénicille. Les conidiophores peuvent étre isolés, groupés en faisceaux laches ou agrégés en
corémies bien individualisés. Nous pouvons déduire qu’il s’agit du genre Penicillium

(Photo 13).

Photo 13. Aspect microscopique des souches Penicillium expansum (photo original).
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Il. 2.2. Activité antifongique des extraits aqueux des plantes par la méthode des

disques

Les résultats de D’activité antifongique des extraits aqueux des plantes testes
séparément in vitro sur les souches fongiques sélectionnées sont représentés dans les
figures (10, 12, 13). C’est figures enregistrent les indicent antifongique notés pour chaque

concentration d’extrait testée.
a- Activité antifongique des extraits aqueux des plantes sur Aspergillus flavus

Le résultat obtenu avec les extraits aqueux des cing plantes, testé contre 1’espéce
Aspergillus flavus sur milieu PDA par la méthode de dilution, indique une activité
antifongique positive par la quasi-totalit¢ des plantes sélectionnées, a I’exception
Pistacia lentiscus et Citrullus colocynthis ou I’indice antifongique enregistré est apparu nul
pour toute la gamme de concentration effectuée (Figure 11: Photol9., Photo 20.,
Photo 21).

Le résultat obtenu avec 1’extrait aqueux d’ Artemisia herba alba dévoile une
activité antifongique importante avec un pourcentage d’inhibition de 69,23% suivi d’
Eucalyptus globulus et de Origanum glandulosum avec un pourcentage d’inhibition de
20%. Aucune activité antifongique n’a été marquée pour les deux autres extraits aqueux

(Figure 10).

Ces extraits aqueux perdent cet effet inhibiteur de la croissance contre Aspergillus
flavus avec la diminution de sa concentration dans le milieu PDA. D’apres la figure 10, en
dessous de la concentration 75 mg, aucun indice antifongique n’est enregistré pour

1’Origanum glandulosum.
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Figure 10. Résultat de I’activité antifongique des différentes concentrations d’extraits

aqueux de plantes sur Aspergillus flavus par la méthode de disque.
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Fusarium graminirium

Photo 14. 100 mg/ml d’Eq de Photo 15. 75 mg/ml d’Eq de Photo 16. 100 mg/ml d’Eq de
Origanum glandulosum Pistacia lentiscus Citrullus colocynthis.
Penicillum expansum

Photo 17. 100 mg/ml
d’Eq d Artemisia herba
alba
Aspergillus parasiticus

Photo 18. 50 mg/ml d’Eq
Artemisia herba alba
Aspergillus flavus

Photo 19. 50 mg/ml d’Eq Photo 20. 25 mg/ml d’Eq Photo 21. 100 mg/ml d’Eq d’
Artemisia herba alba C. colocynthis. Artemisia herba alba

Figurell. Résultat de I’activité antifongique des extraits aqueux des cing plantes par la

méthode de disque.
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Les photos regroupent I’aspect des colonies d’Aspergillus flavus. D’aprés ces
photos, la couleur des colonies a changé en présence des différentes concentrations

d’extraits aqueux. Elle vire du vert foncé au vert claire

b- Activité antifongique des extraits aqueux des plantes sur Aspergillus

parasiticus

Pour le deuxieme essai effectué sur Aspergillus parasiticus, la figure 12 montre
d’une part, qu’Aspergillus parasiticus est plus sensible a ’extrait aqueux d’ Origanum
glandulosum qu’a D’extrait aqueux des autres plantes et d’autre part, que I’indice
antifongique de cette extrait diminue avec la diminution de leur concentration dans le
milieu PDA, suggérant une relation directe entre 1’activité antifongique et le type et la

concentration de 1’extrait.

A 100 mg d’extrait d’Origanum glandulosum on enregistre une inhibition de
87,69%. En dessous de la concentration 25 mg, cet indice antifongique commence a

diminuer jusqu’a la concentration 10 mg ou on enregistre un indice antifongique de 75%.

Les extraits aqueux des autres plantes testées contre Aspergillus parasiticus
enregistrent un indice antifongique nul pour toute la gamme de concentrations réalisées.
(Figure 12).

La Figure 11 démontre la couleur et les dimensions des colonies fongiques qui ont
changé en présence des extraits aqueux dans le milieu PDA. Elle vire du vert foncé au vert

claire.




Deouxisme  partie Frudo exfén'mentafe

|\ | Citrullus
colocynthi

Pistacia
[ lentiscus

Pourcentage d'inhibition (%)

100 mg

Gamme de concentration

Figure 12. Résultat de I’activité antifongique des différentes concentrations d’extraits

aqueux de plantes sur Aspergillus parasiticus par la méthode de disque.

c- Activité antifongique des extraits aqueux des plantes sur Fusarium
gaminirium
Suivant le résultat affiché sur la figure 13, Fusarium graminirium apparait plus

sensible a la totalité des extraits avec une dissemblance remarquable. Cette sensibilité est

en relation proportionnelle avec les concentrations des types d’extraits.

Au-dela de la concentration 50 mg, les deux extraits aqueux d’Artemisia herba alba
et d’ Origanum glandulosum ont entiérement inhibé la croissance myceélienne de Fusarium
graminirium (Figure 13). L’extrait aqueux de Citrullus colocynthis exerce une tres bonne

activité antifongique avec un indice antifongique supérieur a 67% a la concentration 75mg.

Les extraits aqueux de Pistacia llentiscus et Eucalyptus globulus possedent a peu
pres le méme indice antifongique contre cette souche de moisissure. L’inhibition est de
21% a la concentration 100 mg pour les deux extraits. En dessous de cette concentration,
I’effet des extraits commence a s’affaibli jusqu’a la concentration de 10 mg ou on
enregistre une disparition complete de son effet (Figure 13). Les photos : 14, 15 et 16
(figure 11) démontrent I’activité antifongique des extraits aqueux sur Fusarium

graminirium a différentes concentrations.
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Figure 13. Résultat de I’activité antifongique des différentes concentrations d’extraits

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

d- Activité antifongique des extraits aqueux des plantes sur Penicillium
expansum

D’apres les résultats affichés sur la figure 14, Penicillium expansum s’est présentée
tres sensible a I’extrait aqueux d’ Artemisia herba alba. L’inhibition de cette espéce
fongique est presque totale a partir de 50 mg de cet extrait aqueux. En dessous de cette
concentration, 1’effet inhibiteur commence a diminué. La Figure 11 : photo 17 et la figure

14 démontrent ’activité antifongique a différentes concentrations d’extrait sur Penicillium

expansum.

Penicillium expansum s’est apparait trés résistantes aux autres extraits de plantes

est aucune activité antifongique n’a été enregistrée.
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Figure 14. Résultat de I’activité antifongique des différentes concentrations d’extraits

aqueux de plantes sur Penicillium expansum par la méthode de disque.

La comparaison de la sensibilité des différentes souches fongiques aux différents
aqueux extraits de plantes révéle que Fusarium graminirium est la plus sensible avec un
indice antifongique de 100 % marqué pour les deux extraits aqueux d’O. glandulosum et d’
Artemisia herba alba suivie d’Aspergillus parasiticus qui s’est apparait trés sensible a
I’extrait aqueux d’ Origanum glandulosum et de Penicillium expansum qui s’est aussi
apparait trés sensible a 1’extrait aqueux d’ Artemisia herba alba. Enfin, Aspergillus flavus

est la souche la plus résistante devant les différentes concentrations d’extraits de plantes.

1. 2.3. Activité antifongique des extraits aqueux des plantes par la méthode des puis

Les résultats de cette expérimentation permettent d’une part, de vérifier la diffusion
de l’extrait dans le milieu de culture et d’autre part, d’évaluer la qualit¢ de I’activité
antifongique des extraits aprés avoir calculé le rapport entre la surface d’inhibition

obtenues avec I’extrait et la surface de la boite entiére.
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Tableau 06. Résultats de I’activité antifongiques des extraits aqueux de plantes par la

méthode de puis

Concentration d’extraits aqueux de plantes

25mg 50 mg 75mg 100 mg

Aspergillus - + + - - + + + - - + + + - - + + ++ +

flavus

Aspergillus - - + - - + + + - - + + + - - + + +

parasiticus

Fusarium + + - - - +++ + - + - ++ + - + + +++ + - + +
graminirium

Penicillium + + - - - +++ + - - - +H+ + + - - T+ + +

expansum

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

Arm : Artemisia herba alba. col : Citrullus colocynthis, Pis : Pistacia lentiscus, Euc : Eucalyptus globulus, Org : Origanum glandulosum

Selon les résultats affiché dans le tableau, a la concentration 100 mg/ml Artemisia
herba alba poss¢de une trés bonne activité antifongique avec un pourcentage d’inhibition
de 20.8% et 15.1% contre Penicillium expansum et de Fusarium graminerium
respectivement. Cette activité commence a s’affaiblie avec la diminution de la

concentration d’extrait dans les puis jusqu’a sa disparition partielle a 25mg/ml (Figure 15 ).

Accroissement de la concentration d’extrait aqueux de Pistacia lentiscus dans les
puis démontre une élévation de I’activité antifongique contre Aspergillus flavus. Le

pourcentage d’inhibition est de 5.4% avec la concentration 100 mg/ml (Figure 16).

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

concentrations les plus élevés.
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Photo 22. 50 mg/ml

Photo 25. 50 mg/ml

Photo 28. 50 mg/ml

Photo 31. 50 mg/ml

Fusarium graminirium

Photo 23. 75 mg/mi

Penicillium expansum
Photo 26. 75 mg/ml

Aspergillus parasiticus

Photo 29. 75 mg/ml
Aspergillus flavus

Photo 32. 75 mg/ml

Photo 24. 100 mg/mi

Photo 27. 100 mg/ml

Photo 30. 100 mg/ml

Photo 33. 100 mg/ml

Figure 15. Résultat de 1’activité antifongique des extraits aqueux d’ Artemisia herba alba

par la méthode de puits.
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Fusarium graminirium

Photo 34. 50 mg/ml Photo 35. 75 mg/mi Photo 36. 100 mg/mi

Penicillium expansum
Photo 37. 50 mg/ml Photo 38. 75 mg/mi Photo 39. 100 mg/ml

Aspergillus parasiticus

Photo40. 50 mg/ml Photo 41. 75 mg/ml Photo 42. 100 mg/ml
Aspergillus flavus

Photo 43. 50 mg/ml Photo 44. 75 mg/ml Photo 45. 100 mg/ml

Figure 16. Résultat de I’activité antifongique de 1’extrait aqueux de Pistacia lentiscus par la

méthode de puits.
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DISCUSSION

La recherche des effets antifongiques de Citrullus colocynthis, Artemisia herba alba,
Eucalyptus globulus, Pistacia lentiscus et Origanum glandulosum sur les souches
rencontrées dans les denrees alimentaires a revélé une efficacité des extraits aqueux 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
phytotoxiques et potentiellement efficaces contre les champignons pathogenes. Le
développement de la sécurité des agents antifongiques pour le contrble des
phytopathogénes dans l'agriculture connait une place importante dans la recherche (Field
et al., 2006 ; Lee, 2007).

Les effets antifongiques des extraits aqueux des graines de Citrullus colocynthis, les
feuilles d’Artemisia herba alba, Eucalyptus globulus, Pistacia lentiscus et Origanum
glandulosum peuvent étre attribués aux différentes substances phytochimiques détectées
lors du screening phytochimique. Parmi les substances phytochimiques douées d’une
activité antifongique, on cite principalement les alcaloides, les flavonoides, les polyphénols
et les stéroides (Irobi et Daranola, 1994 ; Brantner et al., 1996 ; Yan et al., 2008).

Dans leur étude, Abdel Ghani et al (2008) mettent en relation I’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 l'extrait et de la souche fongique a étudier
(Graven et al., 1992).

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

caractéristique savonneuse et d’autre part, une trés bonne activité antifongiques (Sadipo et
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Plusieurs études ont été menées pour comprendre le mécanisme d'action des extraits
de plantes. 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 cellulaires et finalement la mort des microorganismes
(Mshvildadze et al., 2000 ; Veldhuizen et al., 2006 ; Abdel Ghani et al., 2008). C’est un
mécanisme possible par lequel la croissance mycélienne peut étre réduite ou totalement
inhibée par I’effet des extraits en agissant sur la fonctionnalité et la structure de la

membrane cellulaire (Sikkema et al., 1995).

Les composants des extraits tels que les terpénes affectent non seulement la
perméabilité mais aussi d'autres fonctions dans les membranes cellulaires. Ces composés
peuvent traverser les membranes cellulaires, pénétrent ainsi a I'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),

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 I'activité antimicrobienne.

Les flavonoides sont également responsables de 1’inhibition des microbes (Linuma
et al., 1994). lls sont responsables des processus de balayage ou chélateurs et peuvent
également perturber les membranes microbiennes (Kessler et al., 2003). Par ailleurs, les
alcaloides renferment un effet détoxifiant et possédent une trés bonne activité antifongique
(Zee-Cheng, 1997). Selon Sadipo et al (1991), les tannins sont responsables de la
précipitation des protéines indispensables des micro-organismes.

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 1’attaque des champignons et méme le blocage de leur écotoxigénese (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
pathogénes ont développé une résistance contre les fongicides spécifiques (idazoles
benzim, dicarboximides, diethofuncarband et les inhibiteurs de la biosynthése des stérols)
(ELAD, 1991).
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Plusieurs recherches scientifiques ont prouvé I’efficacité de I’extrait ou de I’huile
essentielle de 1I’Artemisia herba alba sur des levures grace a I’activité des substances
bioactifs tels que les polyphénols (Ramezania et al., 2004 ; Zouaril et al., 2010). L’étude
de Bammou et al (2015) sur Pistacia lentiscus nous a permis de dévoiler le large éventail

de I'utilisation de son feuillage dans le traitement de pathologies.

Le travail de Basli et al (2012) vise I'importance des substances bioactives
présentent dans Origanum glandulosum et justifie leur usage pharmacologique et pourrait
offrir des possibilités d’application dans le domaine médical, 1’activité de cette extrait est
due essentiellement & sa richesse en composés actifs tels que les terpénes et essentiellement
les phénols.

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).
CONCLUSION

L’étude de IPactivité antifongique des extraits des graines de Citrullus
colocynthis et des feuilles d’Artemisia herba alba, Origanum glandulosum, Pistacia
lentiscus et Eucalyptus globulus par la méthode de dilution en milieu solide et par la
méthode des puits a révélé que les extraits aqueuses possédent une remarquable
activité antifongique liée a leur richesse en composés bioactifs largement répandus
dans les plantes médicinales.

L’extrait aqueux de Pistacia lentiscus possede une faible activité antifongique
sur les souches testées. L’Eucalyptus globulus n’exerce presque aucune activité
antifongique. L’extrait aqueux d’Artemisea herba helba a demontré son effet
fongicide sur Penicillium expansum et Fusarium graminerum. L’extrait aqueux de
Citrullus colocynthis et d’Origanum glandulosum exerce une bonne activité

antifongique contre le Fusarium graminerum.
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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, cinq plantes ont fait 1’objet de

notre étude phytochimique et antifongiques.

Au cours de notre étude, menée sur 1’activité antifongique de I’extrait aqueux des
graines de Citrullus colocynthis et des feuilles de d’Artemisia herba alba, Origanum
glandulosum, Pistacia lentiscus et Eucalyptus globulus sur quelques souches fongiques,
des examens phytochimiques ont été effectués démontrent que ces plantes sont une source
privilégiée de molécules biologiquement actives, parmi ces composés on cite les
polyphénols représentés par les tanins et les flavonoides. Les saponosides les stéroides et

les alcaloides sont aussi présents.

L’activité antifongiques, a été évaluée en utilisant une gamme de concentration de
nos extraits, les résultats apparus révélent que les extraits aqueuses, possédent une activité
antifongique liée a leurs richesse en composés bioactifs largement répandus dans les
plantes médicinales. L’extrait de I’Artemisia herba alba a montré une activité fongicide
plus efficacité sur le F graminerum et P expansum. Le pouvoir antifongiques des extraits
d’Origanum glandulosum, Pistacia lentiscus, Eucalyptus globulus et du Citrulus

colocynthis est moins important, en comparaison avec celui de 1’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 Artemisia herba alba,

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 ’activité antifongique
des extraits des plantes sélectionnées.
e Extraction et caractérisation des composés actifs par des méthodes plus

spécifiques

51



Gonclusion Je'ne'rafe et perspectives

e Réalisation d’une étude toxicologique avant 1’application des extraits dans

les aliments

e Testé I’activité antitoxigéniques de ces extraits..
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Annexe

Composition de milieu de culture :

Milieu PDA (Potatoes Dextrose agar)

Pomme de terre (macération 500ml de filtrat) 200 g
Dextrose 109
Agar 159
Eau distillée 1000 ml

Eau physiologique

NaCl 99
Eau distillée 1000 ml

Bleu de coton

Lactophénol 059
bleu de méthyléne



