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C .h : chamaerops humilis

C: Candida
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CMB : concentration minimale bactéricide
CMI: concentration minimale inhibitrice
CP : composé phénolique

DMSO : Diméthyl Sulfoxyde
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HE: huiles essentielles

mg : milligramme
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UV: Ultra Violat
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ul : Microlitre

Résumé



Les plantes médicinales représentent une source inépuisable de substances et de
composés naturels bioactifs dotées d’activité antimicrobienne.

Chamaerops humilis L. est une plante médicinale appartient a la famille des
Acéracée, originaire des régions bordant la Méditerranée occidentale, occupe une aire de
répartition tres importante en Algérie, connue sous le nom de palmier nain ou palmier doum.

Dans ce contexte, le but notre travail a ét¢ d’évalué ’extrait des graines de la plante
selon plusieurs approches : selon une étude phytochimique, une étude du pouvoir
antibactérien, antifongique et antitoxinogénique.

De ce fait, les tests phytochimiques ont permis de détecter les différentes familles de
composé chimique tel que les tanins, flavonoides, anthocyanes, comarines, stérols et triterpnes
et composes réducteurs.

L’extrait brut méthanolique a été obtenu par macération avec un rendement de 2,7%
puis testé  vis-a-vis dix souches bactériennes de références et certaines moisissures
appartenant aux genres : Aspergillus, Cladosporium et Rhizopus ainsi que sur des levures du
genre Candida.

L’analyse du pouvoir antimicrobien vis-a-vis les dix especes bactériennes et les

trois espéces de levure (C. albicans), a montré une activité remarquable de cet extrait.

De plus, I’extrait a été rendu efficace d’une part vis-a-vis la croissance des souches de
moisissures testées avec des proportions variables vis-a-vis les souches de : Cladosporium
spp 85,45% Rhizopus stolonifer 58,63%, Aspergillus niger 40,38% et Aspergilllus flavus
81 ,25% a une concentration de 75ug/ml

L’effet de ’extrait brut méthanolique sur le poids mycélien a prouvé une inhibition
considérable vis-a-vis A.flavus.

Par ailleurs, les testes mycotoxicogéniques n’ont décelé aucun effet inhibiteur de
I’extrait sur la sécrétion des mycotoxines (AFG et AFB) par la plaque CCM.

Mots clés :

Chamaerops humilis L, Extrait brut méthanolique, Activité antifongique, antibactérien,
antitoxinogénique .Mycotoxines.

Abstract :



Medicinal plants represent an inexhaustible source of substances and compounds
natural bioactive equipped with antimicrobial activity.

Chamaerops humilis I. is a medicinal plant belongs to the family of the Acéracée, native of
the regions bordering the Western Mediterranean, occupies a very important range in Algeria,
known as saw palmetto or doum Palm.

In this context, the aim of our work was rated the extract from the seeds of the plant according
to several approaches: a phytochemical, a study of the antibacterial power study, antifungal
and antitoxinogenique.

As such, the phytochemical tests allowed to detect the different families of chemical
compound such as tannins, flavonoids, anthocyanins, comarines, sterols and triterpnes and
reducing compounds.

The methanolic crude extract was obtained by maceration with a yield of 2.7% and then tested
against 10 strains of references and some moulds belonging to the genera: Aspergillus,
Cladosporium, and Rhizopus and yeast of the genus Candida.

The analysis of antimicrobial power vis-a-vis the 10 bacterial species and three yeast
species (c. albicans), has shown a remarkable activity of this extract.

Moreover, the extract was made effective on the one hand towards the growth of strains of
fungi tested with varying proportions with regard strains from: Cladosporium spp. 85.45%
Rhizopus stolonifer 58.63%, Aspergillus niger 40.38% and Aspergilllus flavus 81, 25% at a
75ug/ml concentration

The effect of the methanolic crude extract on the Mycelial weight showed inhibition

considerable towards A.flavus.

Furthermore, the test mycotoxicogeniques found no inhibitory effect of the extract on
the secretion of mycotoxins (AFG and AFB) by the TLC plate.

Key words:
Chamaerops humilis L, extract methanolic crude, antifungal, antibacterial activity,

antitoxinogenique. Mycotoxins.
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Introduction :

Depuis les temps les plus reculés, 1> homme a eu recours aux plantes non
seulement pour se nourrir, se Veétir, se parfumer, se chauffer,.. .mais également pour se
soigner (Madaoui et al, 2014),

I’utilisation des plantes médicinales a des fin thérapeutiques, est rapportée dans les littératures
antiques arabe, chinoise, égyptienne, hindou,... etc Le pouvoir thérapeutique de ces plantes

serait dii en totalité et/ou en partie aux essences qu’elles contiennent (Benmeddour et al.,
2015) .

En médecines traditionnelles, le recours a [I’utilisation des plantes et/ou de leurs
extraits est une approche biologique sans effets négatifs sur 1’écologie (Sokovi¢ et Van
Griensven, 2006).

Spécialement a base des plantes qui sont la principale source de médicaments et
d'aliments ou ils jouent un rble essentiel dans le maintien de la santé humaine. La
valeur médicinale de ces plantes se trouve dans certaines substances chimiques
bioactives, essentiellement des métabolites secondaires, qui possedent une action
physiologique sur le corps humain: alcaloides, polyphénols et terpénoides (Kardong et al.,
2013).

De nombreux travaux ont démontré que le métabolites secondaires, présentent
un potentiel important en tant qu’agents antibactériens, antifongiques, antioxydants, etc.
(Guy et al .,2014).

L’Algérie regorgeant d’une richesse floristique importante. On compte environ
3000 espéces de plantes dont 15% endémique et appartenant a plusieurs familles
botaniques (Ouibrahim. , 2015). Parmi les plantes médicinales qui constituent le couvert
végétal, se trouve I’espece de Chamaerops humilis L.

Le palmier nain de son nom scientifique Chamaerops humilis L. est une plante
médicinale qui appartient a la famille des Acéracée (Khoudali et al., 2014), qui occupe une
aire de répartition trés importante en Algérie, elle est utilisée dans la médecine traditionnelle.
Les enquétes menées sur le terrain auprés des populations et les tradi-praticiens montrent
I’ampleur qu’occupe cette espéce dans le domaine de la phytothérapie dans la société
Algérienne. (Benmehdi et al., 2014).

Dans ce contexte, le présent travail a pour objectif de :

» L’étude phytochimique de I’extrait des graines de Chamaerops humilis.

> Etude de I’effet antibactérien et antifongique de 1’extrait brut des graines de (C.h)
par la méthode de :
= micro-dilutions sur milieu liquide (microplaque).
= contact direct en milieu de culture.
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» Etudié I’effet anti-aflatoxinogene de 1’extrait brut méthanolique de (C.h) sur la souche
fongique d’Aspergillus flavus par la méthode chromatographique sur couche mince.
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I.1 Généralités sur les plantes médicinales :

Depuis les temps les plus reculés, 1’ homme au eu recours aux plantes non
seulement pour se nourrir, se Veétir, se parfumer, se chauffer,.. .mais également pour se
soigner (Madaoui et al, 2014), donc toute plante dite "médicinale™ présente des substances ou
des précurseurs qui peuvent étre utilisé a des fins thérapeutiques. Cette drogue peut étre soit
toute la plante, soit une partie de la plante (feuille, racine, bouton floral.....ect), ou des extraits
(Catier et Roux, 2007).

En fait, leurs propriétés thérapeutiques sont dues a la présence de centaines, voire des milliers
de composés naturels bioactifs appelés: les métabolites secondaires. Ces derniers sont par la
suite accumulés dans différents organes et parfois dans des cellules spécialisées de la plante,
Ces substances constituent une source de molécules bioactives, avec des propriétés
physico-chimiques diverses et multiples vertus biologiques (antimicrobien, antioxydant,
anti-tumorale et anti-inflammatoire...),(Ouirahim ;2015).

1.2 Propriétés pharmacologiques :
1.2.1. Activité antibactérienne :

Les plantes possédent un systtme de défense naturelle tres efficace, basé sur la
biodiversité de leurs métabolites secondaires (chikhi; 2014). Cette diversité, des groupes
structuraux et fonctionnels, permet de se protéger efficacement contre de nombreux
pathogenes tels que les bactéries, les champignons et les virus. Les plantes synthétisent, de
maniere constitutive ou induite, une multitude de molécules antimicrobiennes (Jones et
Dangl, 2006 ; Gibbons et al., 2008), Certains extraits et huiles essentielles des plantes se sont

montrés efficaces dans D’inhibition de la croissance d’une grande variété de souches
bactériennes (chikhi ; 2014).

1.2.2. Activité antioxydante :

Les antioxydants sont des composés (naturels ou synthétiques), qui permettent de
ralentir le phénoméne d’oxydation et protéger le systeme cellulaire contre les effets des
processus potentiellement nocifs qui causent 1’oxydation excessive, 1’utilisation des
antioxydants synthétiques dans les industries agroalimentaire, cosmétique et pharmaceutique
est suspectée a long terme d’effets tératogenes, mutagenes et cancérigenes (Chavéron, 1999).
Plusieurs limites et restrictions ont été mises en place concernant leur utilisation, leur
substitution par des antioxydants naturels s’avere primordial. Les plantes sont une source des
antioxydants naturels. Ces derniers sont apparus comme alternative aux antioxydants
synthétiques, et ils sont aujourd’hui généralement préférés par les consommateurs
(Elkalamouni, 2010).
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1.3 Les éléments actifs :

Les plantes synthétisent une gamme trés vaste de composés organiques qui
interviennent dans I'ensemble des réactions enzymatiques ou biochimiques ayant lieu dans
I'organisme. (Hartmann, 2007), La valeur médicinale de ces plantes se trouve dans certaines
substances chimiques bioactives, essentiellement des métabolites secondaires, qui possédent
une action physiologique sur le corps humain (Kardong et al., 2013).

1.3.1 Métabolites primaires :

Les métabolites primaires sont les composés qui ont des rdles essentiels liés a la
photosynthése, la respiration et la croissance et le développement. Il s'agit notamment
des phytostérols, des lipides acylés, des nucléotides, des acides aminés et les acides
organiques. (Rocha et al ; 2010).

1.3.2. Métabolites secondaires :

Les métabolites secondaires sont des molécules organiques complexes synthétisées et
accumulées en petites quantités par les plantes autotrophes, ils sont divisés principalement en
trois grandes familles: Les polyphénols, les terpenes, les alcaloides (Abderrazak et
Joél., 2007).

1.3.2.1. Les composés phénoliques :

Les polyphénols ou composés phénoliques (CP) sont des molécules du métabolisme
secondaire spécifique du regne végétal (Guy et el., 2014), Ils regroupent un vaste ensemble
de plus de 8000 molécules, divisé en une dizaine de classes chimiques ont été isolées et
identifiées (TAO et LAMBERT, 2014). Ils ont tous en commun la présence dun ou
plusieurs cycles benzéniques portant une ou plusieurs fonctions hydroxyles qui peuvent étre
libres ou engagées, avec ou non d’autres fonctions (alcoolique (OH), carboxylique
(COOH),... (Macheix et al ., 2005). Leur répartition tant qualitative que gquantitative dans la
plante varie selon les especes, les organes, les tissus ou encore les différents stades de
développement (GRESELE et al., 2011). Les composés phénoliques des végétaux sont
issus de deux grandes voies d’aromagénése:

* La voie la plus courante est celle qui, via le shikimate (I’acide shikimique) (figure01),
conduit des oses aux acides aminés aromatiques (phénylalanine et tyrosine) puis, par
désamination de ces derniers, aux acides cinnamiques et a leurs tres nombreux dérives :
acides benzoiques, acétophénones, lignanes et lignines, coumarines, etc.

« L’autre voie, par de I’acétate et conduit a des poly-p-cétoesters de longueur variable « les
polyacétates » qui engendrent, par cyclisation (réaction de Claisen ou condensation
aldolique), des composés souvent polycycliques : chromones, isocoumarines, orcinols,
depsides, depsidones, xanthones, quinones, etc. (Bruneton, 2009).
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Figure (01): Biosynthése des composés phénoliques le plus largement distribués par la
voiede shikimate (Crozier et al., 2006). PAL : phénylalanine ammonia-lyase ; C4H :
cinnmate 4-hydroxylase.
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1.3.2.1.1 Les principales classes des composés phénoliques :

Les polyphénols forment un tres vaste ensemble de substances chimiques, ils peuvent
étre classifiés selon le nombre et I’arrangement de leurs atomes de carbones (Tableau 01). Ces
molécules sont généralement trouvés conjuguées aux sucres et les acides organiques (Crozier
et al., 2006).

Tableau (01): Les principales classes des composes phenoliques (Harborne., 1989 ;
Machelx et al., 2006 ; Crozler et al., 2006).

Squelett Classe Exemple Origine
e (exemples)
carboné
C6 Phénols simples Catéchol Nombreuse
S especes
C6-C1 Acides p- Epices,
hydroxybenzoiques Hydroxybenzoiq fraise
ue
C6-C3 Acides Acide caféique, Pomme de
hydroxycinnamiqu Acide férulique terre,
es pomme
Coumarines
Citrus
Ce6-C4 Naphtoquinones Juglone Noix
C6-C2- Stilbénes Resvératrol Vigne
C6
C6-C3- Flavonoides Kaempférol, Fruits,
C6 Rlavonols quercétine légumes,
Cyanidine, fleurs
Anthocyanes pélargonidine Fleurs,
Flavanols Catéchine, fruits rouges
Flavanones épicatéchine Pomme,
Naringénine raisin
Citrus
Isoflavonoides Daidzéine
Soja, pois
(Ce- Lignanes Pinorésinol Pin

C2)2
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(C6-C3) Lignines Bois, noyau

n des fruits

(C15) Tannins Raisin
rouge, kaki

1.3.2.1.1.a Acide phénolique :

Le terme d’acide phénol peut s’appliquer a tous les composés organiques possédant au
moins une fonction carboxylique et un hydroxyle phénolique (Bruneton, 2009).

Les acides phenoliques sont divisés en deux classes: les dérivés de I'acide benzoique et les
dérivés de l'acide cinnamique. Les acides hydroxycinnamiques (tableau 03) sont plus
fréquents que les acides hydroxybenzoiques (tableau 02) et comprennent essentiellement
I’acide p-coumarique, caféique, férulique et sinapique (Pandey et Rizvi, 2009).

Tableau (02): principaux acides hydroxybenzoiques (Sarni et al ., 2006)

structure 2 Acide phénoligue

Acide benzoique

Acide phydroxy

benzoique

Acide

protocatechique

Acide vanilliqgue

Acide gallique

Acide syringique

Acide salicylique

Acide gentisique

Tableau (03): principaux acides hydroxycinnamiques (Sarni et al ., 2006)
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Structure R, R R Acide

phénolique

H H H Acide

cinnamigque

= H OH H Acide

BN |
p coumarigque
R COOH | OH OH H Acide cafféique
OCH; OH H Acide férulique
OCH; OH OCH; Acide
sinapigque

1.3.2.1.1.b. flavonoides :

C’est le groupe le plus représentatif des composés phénoliques. Ces molécules ont des
structures chimiques variées et des caractéristiques propres. Elles sont omniprésentes dans les
fruits, les 1égumes, les graines et d’autres parties de la plante (Tsimogiannins et Oreopoulou,
2006). Elles sont considérées comme des pigments quasi universels des végétaux qui peuvent
participer dans les processus photosynthétiques (Ghedira, 2005).1l comprend a lui seul plus
de 6000 molécules regroupées en sous-classes (Andersen et Markham, 2006 ; Machelx et
al., 2006.)

La structure de base commune a ce groupe de polyphénols, est le diphénylpropane : c’est
la présence de deux cycles aromatiques (A et B) liés par une chaine de 3 carbones, formant un
hétérocycle oxygéné (C) (YAO et al, 2010) (fig00). Il reste des milliers d'autres composés a
découvrir puisque le squelette des flavonoides peut étre substitué par différents groupements
comme des groupements hydroxy, méthoxy, méthyl, benzyl et isoprényl (GRESELE et al.,
2011)
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Figure (02) : Structure générale des flavonoides (GRESELE et al., 2011).

Les flavonoides sont subdivisés en sous-classe selon les variations autour du squelette
chimique de base en C15 portant principalement sur trois points :

-Le degré d’hydroxylation des différents cycles ;

-le niveau de méthoxylation (groupements O-CH3 & la place des seules fonctions
phénoliques ;

-le niveau de glycosylation. En dehors, de quelques exceptions comme le groupe des flavanes,
les flavonoides des végétaux sont liés a des sucres. D’une maniére générale, 1’ose est lié a la
molécule phénolique par I’intermédiaire d’une liaison glycosidique C-O-C dégradable par
hydrolyse acide a chaud, ou de type C-C beaucoup plus résistante (Bendini et al, 2007).

On distingue alors (flavones, isoflavones, flavonols et flavanones), les flavanols, les
proanthocyanidines, les anthocyanes ainsi que des composés plus minoritaires, les chalcones
et dihydrochalcones (CROZIER et al, 2009) (figure 03).

flavanone R3 flavone

flavanonol flavonol A3

flavan 3-ol RY isoflavone
ll
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Figure (03) : Les principales classes de flavonoides (Crozier et al, 2009).

1.3.2.1.1.c. Les anthocyanes :

Les anthocyanes ou pigments anthocyaniques sont des composés hydrosolubles, de teinte
rouge, violette ou bleue, qui colorent les fleurs, les fruits et parfois les feuilles. Les
anthocyanes sont présents dans la nature uniquement sous forme d’hétérosides appelés
anthocyanosides. Ces pigments sont tres répandus dans le regne végétal et proche des
flavonoides sur le plan de I’origine, de la structure et des propriétés pharmacologiques
(Catier et Roux, 2007). Leur structure de base (Figure 04) est caractérisée par un noyau «
flavon » généralement glucosylé en position C3 (Collin et Crouzet, 2011).

OCH, OCH,
Oh A

0 B A A
H \ OCH, Y W

/ 0f g T
R NS
HO

3-glucoside de malvidine 3,5-diglucoside de malvidine

Figure (04) : Quelques structures d'anthocyanosides (Collin et Crouzet, 2011)
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1.3.2.1.1.d Coumarines :

Les coumarines dérivent des acides hydroxycinnamiques par cyclisation interne de la chaine
latérale. Les coumarines ont fréquemment un réle écologique ou biologique (Macheix .
,2005).

Tableau (04) : Principaux types de coumarines (Macheix . ,2005)

structure Rs R+ Ry Acide
phénolique

H OH H Umbelliférol
OH OH H Aescultol

& S
OCH; OH H Scopolétol

7

Ra OCH; OH OH Fraxétol

H OH OH Daphnétol

1.3.2.1.1.e. Tanins :

Les tanins sont des substances polyphénoliques polymériques de structures variées,
solubles dans I’eau de masse moléculaire comprise entre 500 et 2000D , ayant en
commun la propriété de précipiter les alcaloides, la gélatine et les protéines (Catier et Roux,
2007). Les tannins sont caractérisés par une saveur astringente et sont retrouvés dans toutes
les parties de la plante : I’écorce, le bois, les feuilles, les fruits et les racines (YAO et al.,
2004 et 2010).

On distingue habituellement, chez les végétaux supérieurs, deux groupes de tanins
différents par leur structure aussi bien que par leur origine biogénique :

1.3.2.1.1.e.1. Tanins hydrolysables : Ce sont des oligo- ou des polyesters d’un sucre
(ou d’un polyol apparenté) et d’un nombre variable de molécules d’acide-phénol. Le sucre
est trés généralement le glucose. L’acide phénol est soit 1’acide gallique dans le cas des tanins
galliques, soit 1’acide hexahydroxydiphénique (HHDP) et ses dérivés d’oxydation
(déhydrohexahydroxydiphénique = DHHDP ; acide chébulique) dans le cas des tanins
classiguement (mais improprement) dénommes tanins ellagiques (Bruneton, 2009).

OH
OH
L ]
L
H
O H

Figure (05) : Structure de base des tanins hydrolysables (Hartzfeld et al . , 2002).

1.3.2.1.1.e.2.Tanins condensés (Proanthocyanidols) :
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Les tanins condensés ce sont des oligomeres ou polymeéres flavanolique Ils sont
constitués d’unités de flavan-3-ols liées entre elles par des liaisons carbone , le plus
souvent épicatéchine et catéchine (Bruneton, 2009). Les tanins condensés sont des molécules
hydrolysables, leur structure voisine de celle des flavonoides est caractérisée par 1’absence

de sucre (Wilfred et Ralph, 2006)

Figure (06) : Structure de base des tanins condensés (Peronny, 2005).

1.3.2.1.1.f. Lignanes :

Les lignanes résultent de la condensation d'unités phénylpropaniques (Figure 07).
Quatre groupes peuvent étre considéres : les lignanes (liaison entre deux carbones des chaines
latérales de deux unités dérivées du phénylpropane), les néolignanes (un seul carbone est en
jeu), les "oligomeres”, (condensation de 2 a 5 unités phénylpropaniques) et enfin les
norlignanes avec un squelette en C17. (Krief, 2003).

(1) ()

Figure (07) : Structure et numération des atomes de carbone du phénylpropane (1) et
deslignanes (2) (liaison -’ ou 8,8”) (Moss, 2000)

1.3.2.1.1.g. Quinones :
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composés oxygénés qui correspondent a 1’oxydation de dérivés aromatiques avec deux
substitutions cétoniques. Elles sont caractérisés par un motif 1,4-dicéto cylohexa-2,5-diénique
(para-quinones) ou, éventuellement, par un motif 1,2-dicéto cyclohexa-3,5-diénique (ortho-
quinones) (figure09) (Bruneton, 2009). Elles sont responsables de la réaction de
brunissement dans les fruits et végétaux coupés ou léseés. En plus de fournir une
source de radicaux libres stables, les quinones sont connues pour se complexer de maniére
irréversible avec les nucléophiles des acides aminés dans les protéines. Par conséquent,
les quinones inactivent les protéines et alterent leur fonction (Arif et al., 2009).

Figure (08) : Quelques motifs quinoniques (Bruneton, 2009).
1.3.2.1.2 Effets biologiques des polyphénols :

Les recherches récentes sur les composés phénoliques en général et les flavonoides en
particulier sont tres poussées en raison de leurs diverses propriétés physiologiques (Ksourl et
al, 2007). Les polyphénols ont une multitude d’activités biologiques dépendant de leur
structure chimique, Ils constituent une importante famille d’antioxydants dans les plantes, les
fruits et les Iégumes puisqu’elles comprennent plus de 6000 molécules (Bounatirou et al.,
2007).Ces actions sont attribuées a leur effet antioxydant qui est due a leurs propriétés
oxydo réduction en jouant un réle important dans la destruction oxydative par la
neutralisation des radicaux libres, piégeage de 1’oxygene, ou décomposition des peroxydes
(Puido et al, 2000 ., Nijveldt et al., 2001).

Ces composés montrent des activités anti-carcinogenes, anti-inflammatoires, antiathérogénes,
anti-thrombotiques, analgésiques, antibactériens, antiviraux, anticancéreux (Babar Ali et al.,
2007), anti-allergénes, vasodilatateurs (Falleh et al., 2008) et antioxydants
(GomezCaravaca et al., 2006).

Les effets bénéfiques des polyphénols intéressent particulierement deux domaines : la
phytothérapie et I’hygiéne alimentaire (Leong et Shul, 2002). Le tableau 05 récapitule les
effets biologiques des polyphénols rapportés par la littérature.

Tableau (05): Activités biologiques de quelques composés phénoliques (GRESELE et al,
2011).

Composés Activité biologique



phénoliques

Acide Phénolique

Tanins

Flavonoides

Coumarines

Anthocyanes

Proanthocyanidines

Tannins galliques et
Catéchiques

Lignanes

1.3.2.2 Les alcaloides :
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Antifongique, anti oxydante ,Antibactérienne

Effet stabilisant sur le collagéne, antioxydant,
Anti  diarrhéique, effet antiseptique,
vasoconstricteur.

Antitumorale, anticarcinogene, anti
inflammatoire,

antioxydante, antiallergique, antiulcé
antivirale,

antimicrobienne, hypotenseur, diurétique.
Anticoagulante, antioxydante, prote
vasculaire et

antioedémateuse.

Protectrices capillaro-veineux, anti oxydant

Effets stabilisants sur le collagene, antioxydar
antitumoraux, antifongiques et
inflammatoires.

Antioxydantes

Anti-inflammatoires, analgésiques

La définition admise des alcaloides est celle donnée par Winterstein et Trier en 1910 : «
Un alcaloide est un composé organique naturel (le plus souvent d’origine végétale),
hétérocyclique avec 1’azote comme hétéroatome, de structure moléculaire complexe plus ou
moins basique et doué de propriétés physiologiques prononcées méme a faible dose » (Zenk
et Juenger, 2007). ils constituent un des plus grands groupes de métabolites secondaires avec
pres de 10 000 a 12 000 différentes structures (Stockigt et al., 2002).

On distingue généralement :

Les alcaloides vrais, qui sont d’un point de vue de la biosynthése dérivés d’acides aminés, et

qui présentent au moins un hétérocycle ;

*Les proto- alcaloides, qui dérivent d’acides aminés, dont 1’azote n’est pas inclus dans le

systeme hétérocyclique ;

*Les pseudo- alcaloides, qui présentent le plus souvent toutes les caractéristiques des
alcaloides vrais, mais ne sont pas des dérivés des acides aminés.
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Bien gue beaucoup d'entre eux soient toxiques (comme la strychnine ou l'aconitine), certains
sont employés dans la médecine pour leurs propriétés analgésiques (comme la morphine, la
codéine (Badiaga, 2011)

HO \" A H
VAN o - )
heo 4N
H

0 \N CH, 0 A
H 0
HO N

Morphine Atropine Quinine Taxol

Figure (09) : Exemples de quelques structures alcaloidiques (Badiaga, 2011)

1.3.2.3 Les terpénoides et les stéroides :

Elaborés a partir des mémes précurseurs, les terpénoides et les stéroides constituent
sans doute le plus vaste ensemble connu de métabolites secondaires des végétaux (Bruneton,
2009). Les terpénoides sont des substances généralement lipophiles, formeés par la réunion
d’unités pyrophosphate isopenténoides a cinq carbones provenant de la voie de 1’acide
mévalonique (Judd et al., 2002 ; Hopkins, 2003). La famille des terpénes comprend des
hormones (gibbérellines et acide abscissique), des pigments caroténoides (caroténe et
xanthophylle), des stérols (ex. ergostérol, sitostérol, cholestérol), des dérivés de stérols (ex.
des hétérosides digitaliques), le latex (qui est a la base du caoutchouc naturel) ainsi qu’une
grande partie des huiles essentielles qui conferent aux plantes leur parfum ou leur golt
(Hopkins, 2003).

1.3.2.4. Les huiles essentielles :
1.3.2.4.1. Définition :

L’huile essentielle (HE) est un métabolite secondaire synthétisé par les plantes. Elle
est généralement de composition complexe, obtenu a partir d’une matiere premiere
botaniquement définie, et le plus souvent séparée de la phase aqueuse par un procédé
physique n’entrainant pas de changement significatif de sa composition (Pierron, 2014),
Soit par entrainement a la vapeur d’eau, soit par distillation séche, soit par un procédé
mécanique approprié sans chauffage (Bardeau, 2009).

1.3.2.4.2. Répartition et sites d’accumulation des HE dans les plantes :

Les huiles essentielles n’ont pas une présence générale chez les végétaux. Parmi les 1
500 000 espéces végétales, 10% seulement sont dites « aromatiques », c’est-a-dire
qu’elles synthétisent et sécrétent des infimes quantités d’essence aromatique ( Degryse
et al., 2008). Elles sont produites dans le cytoplasme des cellules sécrétrices et
s’accumulent en général dans des cellules glandulaires spécialisées, situées en surface de la
cellule et recouvertes d’une cuticule. Ensuite, elles sont stockées dans des cellules
dites cellules a huiles essentielles, dans des poils sécréteurs, dans des poches sécrétrices ou
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dans des canaux sécreteurs (Boz et al., 2009). Elles sont extraites du matériel végétal de
divers organes : Racine (Vetiver) ; bulbe (Ail) ; rhizome(Gingembre), Tige (Petits
grains) ; bois (Bois de Rose, Cedre, Santal) ; écorce (Cannelle) ; Feuille (Citronnelle,
Eucalyptus) ; bourgeon (Pin) ; seve (Encens, Myrrhe) ; Fleur (Ylangylang, Rose,
Lavande) ; fruit (Orange); graine (Muscade, Anis) (Pibiri, 2005).

1.3.2.4.3. Composition chimique des huiles essentielles :

La composition chimique des HE est tres complexe, elle contient plus de 100 substances
chimiques différentes avec 10 a 20 atomes de carbone qui peuvent étre sous-divisées en
diverses familles chimiques, il existe trois principales classe chimiques des HE : les
composés terpéniques, les composés aromatiques derivés de phénylpropane, et les composés
d’origines diverses (Charpentier, Hamon-Lorléach et al., 2008).

1.3.2.4.3. a. Les composés aromatiques :

Les dérivés du phénylpropane sont moins abondants que les terpénoides. Cette classe
comprend des composés odorants comme la vanilline I’eugénol, 1’anéthole, 1’estragole,
thymol, menthol, carvone, carotol et bien d’autres. Ils sont plus fréquents dans les HEs
d’Apiaceae (anis, fenouil, cannelle, basilic) (Hellal., 2011).

1.3.2..4.3.b. Les composés terpéniques :

Les terpénoides (les terpenes), existent chez toutes les plantes et représentent la plus
vaste catégorie de métabolites secondaires, avec plus de 22 000 composes décrits. Sont
largement rencontrés dans les H.Es. Bien que les hydrocarbures terpéniques aient des
structures trés diverses, ils sont formés d’un multiple pair ou impair d’unités de 2-méthylbuta-
1,3-diene ou appelé encore isoprene. On distingue ainsi selon le nombre de carbone
constituant les molécules de ce groupe: les mono terpénes (C10), les sesquiterpénes (C15), les
diterpénes (C20), les triterpénes,(C30) et les tétraterpénes (C40). (Ferhat., 2010). A ces
terpénes se rattachent un certain nombre de produits naturels & fonctions chimiques spéciales
(Florence, 2012).

1.3.2.4.3.c. Les composés d’origine diverses :

IIs existe un nombre non négligeable de produits résultant de la transformation de
molécules non volatiles issue soit de la dégradation des terpénes non volatils qui proviennent
de I’auto-oxydationpar exemple des carténes ou des acides gras comme les acides linoléique
et a-linolénique en (3cishexanoldecanal B-inone (Piochon,2008).

1.3.2.4.4. Propriétés physico-chimique des huiles essentielles :

les (HE) sont incolores ou jaune pale a I’état liquide et a température ordinaire,
elles sont volatiles et odorantes. Leur densité est le plus souvent inférieure a un (1); a
I’exception de quelques cas. Elles sont peu solubles dans 1’eau, solubles dans les huiles
végétales dans les alcools et dans la plupart des solvants organiques. Elles sont altérables et
trés sensibles a I’oxydation (Ayaidia, 2011).
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1.3.2.4.5. Les techniques d'extraction des huiles essentielles

L'extraction veut dire la séparation des parties actives de tissus végétaux ou animaux des
composants inactifs ou inertes a l'aide de solvants sélectifs. Les produits ainsi obtenus sont
relativement impures sous forme de liquides, semi-solides ou poudres exclusivement destinés
a un usage oral ou externe. (Handa, 2008). Il existe plusieurs modes d’extraction comme
I’hydro-distillation, I'expression a froid, I'enfleurage, I'extraction par solvants organiques,
distillation a la vapeur d'eau etc. (Pierron, 2014).

1.3.2.4.5.a Infusion :

C’est la forme de préparation la plus simple, elle se prépare en versant de 1’eau
bouillante sur les parties de plantes fraiches ou séchées et les bien tremper afin d’extraire leurs
principes médicinales. Elle convient pour I’extraction de parties délicates ou finement hachées
des plantes: feuilles, fleurs, graines, écorces et racines, ayant des constituants volatiles
ou thermolabiles comme les huiles essentielles (Benzeggouta ; 2015) .

1.3.2.4.5.b Macération:

Elle consiste a mettre une plante ou partie de plante, dans de I’eau froide (macération
aqueuse) ou une huile végétale (macération huileuse), pendant plusieurs heures, voir plusieurs
jours, pour permettre aux constituants actifs de bien diffuser. Elle convient pour I’extraction
de plantes contenant du mucilage, comme les graines de lin ou les graines du plantain
des sables, leur forte concentration en amidon ou pectine peut causer une gélatinisation s’ils
se préparent dans de 1’eau bouillante. Egalement utilisée pour empécher ’extraction de
constituants indésirables qui se dissolvent dans 1’eau chaude (Kraft et Hobbs, 2004).
Elle concerne aussi les plantes dont les substances actives risquent de disparaitre ou de se
dégrader sous I’effet de la chaleur par ébullition (Benzeggouta ; 2015).

1.3.2.4.5.c Décoction:

Elle convient pour D’extraction de matieres végétales dur ou tres dur : bois,
écorce, racines, ou des plantes avec des constituants peu solubles (ex : 1’acide silicique). Elle
consiste a faire bouillir les plantes fraiches ou séchées dans de 1’eau pendant 10 & 30 min,
pour bien extraire les principes médicinales (Benzeggouta, 2015)

1.3.2.4.5.d Distillation:

C’est une pratique treés ancienne utilisant la vapeur d’eau pour récupérer les principes
volatiles (Goetz et Busser, 2007), il existe trois différents procédés utilisant le principe
de la distillation : I’hydro-distillation, 1I’hydro-diffusion et I’entrainement a la vapeur d’eau
(Piochon ,2008) .

1.3.2.4.5.d.1 Extraction par entrainement a la vapeur d’eau :

La distillation par entrainement a vapeur d’eau est le procédé le plus utilisé pour
obtenir les huiles essentielles. Une source de chaleur chauffe un alambic qui contient de
I'eau et les végétaux disposés sur un plateau. La chaleur entraine la formation de vapeur qui
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traverse les végétaux et emporte avec elle les molécules aromatiques. On récupére un liquide
composé d’eau et d’huile essentielle. L huile essentielle plus 1égere, se sépare de 1’eau. Cette
méthode apporte une amélioration de la qualité des huiles essentielles obtenues en diminuant
les altérations liées au procédé de distillation (Florence, 2012).

1
vapewr deau satwrée en
compons aromatque

réfrigérant
serpentin &
cau

2 ’i végétal —
X - — et
amw:_cg’ vapeur d'eau huile essentielle
vapeur d'eau recondensé

Figure (10) : montage d’entrainement a la vapeur d’eau (El haib, 2011).

1.3.2.4.5.d.2 Hydro-diffusion :

Cette technique est relativement récente. Elle consiste a faire passer du haut vers le bas et
a pression réduite la vapeur d’eau au travers de la matiére végétale. L’avantage de

cette méthode est d’étre plus rapide et donc moins dommageable pour les composés volatils
(KHOLKHAL, 2014).

1.3.2.4.5.d.3 Hydro-distillation: (water distillation)

Il s'agit de la méthode la plus simple et de ce fait la plus anciennement utilisee. Le
matériel végetal est immergé directement dans un alambic rempli d'eau place sur une source
de chaleur. Le tout est ensuite porté a ébullition. Les vapeurs hétérogenes sont condensées
dans un réfrigérant et S'huile essentielle se sépare de I'nydrolat par simple différence de
densité (Baser et Buchbauer, 2010).
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Figure (11): montage d’hydro distillation (EI haib, 2011).
1.3.2.4.5.E.Extraction assistée par micro-onde :

Les micro-ondes ou hyperfréquences sont des ondes électromagnétiques de longueur
d’onde intermédiaire entre 1’infrarouge et les ondes de radiodiffusion entre 300 GHz a 300
MHz. Cependant, quelques fréquences seulement sont utilisées pour des usages
industriels (Leonelli et al., 2013).

L’extraction par micro-onde est une technique qui a été développée au cours des dernieres
décennies a des fins analytiques. Le procédé d'extraction par microondes appelée Vacuum
Microwave Hydrodistillation (VMHD) consiste a extraire I'huile essentielle a I'aide d'un
rayonnement micro-ondes d'énergie constante et d'une séquence de mise sous vide. Seule I'eau
de constitution de la matiére végétale traitée entre dans le processus d'extraction des essences.
Sous l'effet conjugué du chauffage sélectif des micro-ondes et de la pression réduite de fagon
séquentielle dans l'enceinte de I'extraction, l'eau de constitution de la matiere végetale
fraiche entre brutalement en ébullition (Ayaidia ,2011). Le contenu des cellules est donc plus
aisément transferé vers I'extérieur du tissu biologique, et I'essence est alors mise en oeuvre
par la condensation, le refroidissement des vapeurs et puis la décantation des
condensats. Cette technique présente les avantages suivants: rapidité, économie du temps
d'énergie et d'eau extrait dépourvu de solvant résiduel (Ayaidia ,2011).
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Figure (12): montage d’extraction assistée par micro-onde (El haib, 2011).
1.3.2.4.5.F Extraction par I'expression a froid :

Elle constitue le plus simple des procédés, mais ne s’applique qu’aux agrumes dont
I’écorce des fruits comporte des poches sécrétrices d’essences. Ce procédé consiste a broyer, a
I’aide de presses, les zestes frais pour détruire les poches afin de libérer 1’essence. Le produit
ainsi obtenu porte le nom d’essence, car il n’a subi aucune modification chimique (Solene
,2012).

1.3.2.4.5.G Extraction par Ultrasons ou Sonication :

La technique d’extraction par ultrasons est la plus utilisée a 1’échelle industrielle pour
ameéliorer les phénoménes de transfert de masse. Elle a été reconnue pour son
application potentielle dans 1’extraction des plantes et leurs huiles (carvone, gingerols,
huile d’amande...), les protéines (soja), polyphénols, anthocyanines, saponines de
ginseng, polysaccharides, la pasteurisation et la production de produits laitiers... (Adamet
al., 2012; Goula, 2013; Both et al., 2014). Plusieurs facteurs gouvernent 1’action des
ultrasons comme la fréquence, la pression, la température et le temps de sonication. Il faut
prendre en considération les caractéristiques de la plante comme 1’humidité, les dimensions
des particules et les solvants utilisés pour avoir un bon rendement (Wang et Weller, 2006).

Les avantages de la technique incluent (Goula, 2013):

e Amélioration du rendement de 1’extraction.

e Augmente la perméabilité des parois cellulaires et produit des cavitations.

e Augmentation de I’extraction de composés thermosensibles avec des conditions
qui donnent ailleurs de faibles rendements....

Cependant, D’effet de [D’extraction par ultrasons sur le rendement et la cinétique
d’extraction est li¢ a la nature de la matrice végétale. La présence d’une phase dispersée mene
a I’atténuation des ondes ultrasonores et les zones actives dans 1’extracteur restent a proximité
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de I’émetteur d’ultrasons. Cette méthode ne permet pas de renouveler le solvant pendant le
processus (Penchev, 2010). Un autre inconvénient de la méthode qui est occasionnel
mais connu, est ’effet délétére de I’énergie ultrason sur les constituants actifs des
plantes médicinales par la formation des radicaux libres et par conséquent des
changements indésirables dans les molécules médicamenteuses (Handa, 2008).

1.3.2.4.5.H Extraction par solvants chimiques :

la mise en ceuvre de cette technique est indispensable lorsque les composés ne
sont pas extractibles par entrainement a la vapeur en raison de leur faible volatilité ou
que le rendement de celui-ci est trop faible (Sutour, 2010), elle consiste a placer dans un
extracteur un solvant volatil qui lave la matiere premiére a traiter, ou il subira apres
décantation et concentration; une distillation partielle. Ce solvant est séparé de la
concréte par filtration puis subira un glacage de - 12 a -15 °C, ainsi que cette
précieuse substance est a nouveau filtrée et concentrée a faible pression (Mohammedi,
2006). Les solvants les plus utilisés sont : I’éther de pétrole, I’hexane, le dichlorométhane, le
benzeéne, le chloroforme, I'éthanol et le méthanol (Lau, Gan et al., 2010).

1.3.2.4.6. Toxicité des huiles essentielles :

L'avenir a court terme apportera un éclairage important sur la cytotoxicité et la
génotoxicité des huiles essentielles. Il est cependant capital d'intégrer la notion de la
dualité "Efficacité - Toxicite". En effet, toute substance thérapeutiqguement active est
potentiellement toxique. Tout dépendra de la dose unitaire, journaliere, de la voie
d'administration, de I'état du patient... (Pierron, 2014). I'isolement de molécules toxiques qui
dans certaines pathologies, apporteront des solutions appréciables. C'est le cas du taxol
isolé de I'if (Taxusbaccata) dont [I'activité antitumorale traite les cancers mammaires et
utérins avec de bons résultats (Pierron , 2014).

1.3.2.4.7. Analyse de la composition chimique des huiles essentielles :

Une plante étant formée de plusieurs milliers de constituants différents,
I’obtention d’une substance active pure est une opération difficile et de longue durée. Afin de
déterminer leur composition chimique, les huiles essentielles extraites ont été analysées
par Chromatographie en Phase Gazeuse (CPG).L’identification des composés chimiques a été
réalisée par CPG couplée a la spectrométrie de masse (SM) (Kpodekon et al., 2013).

1.3.2.4.8 La conservation des huiles essentielles :

Les HE se conservent parfaitement quelques années a condition qu'elles soient dans un
endroit frais, & I'abri de la lumiére et conditionnées dans des flacons en verre colorés ou
opaques ; on évitant les variations de température. Grace a leurs qualités antiseptiques les
problemes de conservation sont moins fréquent (Grosjean, 2008).
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1.3.2.4.9. Les activités biologiques des huiles essentielles :

L’activité biologique d’une huile essentielle est liée a sa composition chimique, aux
groupe a sa composition fonctionnels des composes majoritaires et a leurs effets synergiques
(Zhiri, 2006).

De nombreux auteur ont rapporté que les extraits d’herber ont des composés chimique
capables d’avoire une activité antimicrobienne (Dorantes et al, 2000 ; Djenane et al., 2006).

1.3.2.4.9.a .Activités antimicrobienne :

Les HEs les plus étudiés pour leurs propriétés antibactériennes sont d’autant de plantes
aromatiques a HEs riches en composé phénolique comme 1’eugénol, le thymol, ces derniers a
un effet antimicrobienne contre un large Spectre de bactéries E-coli, Staphylococcus aureus
,Clotridiumspp (Benyahia, 2015).

1.3.2.4.9.b. Activiteé antifongique :

Les huiles essentielles agissent sur un large spectre de moisissure et de levure
en inhibant la croissance des levures et la germination des spores, I’élongation du
mycélium, la  sporulation et la production de toxines chez les
moisissures(OUIBRAHIM ;2015).

1.3.2.4.9.c. Activités anticancéreuse :

Ces dernieres années, I'attention des chercheurs quant a leur possible activité contre le
cancer. De ce fait, les huiles essentielles et leurs constituants volatils font dorénavant I'objet
d'études dans la recherche de nouveaux produits naturels anticancéreux (Edris, 2007).
Les huiles essentielles agissent au niveau de la prévention du cancer ainsi gqu'au niveau de
sa suppression. Il est bien connu que certains aliments, comme l'ail ou le curcuma, sont de
bonnes sources s d'agents anticancéreux utiles pour prévenir l'apparition de cancer (Béliveau
et al., 2006).

1.3.2.4.9.d. activité antiparasitaire :

Les HEs s’opposent au développement et détruisent certains parasites .Le groupe des
phénols possédé une action puissante contre les parasites, et cétones et lactones possédent
aussi une certaine toxicité (Bardeau., 2009).

1.3.2.4.9.e .Activité anti-inflammatoire :

Certains composés des huiles essentielles ont montré une activité anti-
inflammatoire et antalgique sur des models animaux. Ainsi, la cineole a montré un
effet anti -inflammatoire perceptible chez la souris et un effet antalgique dont le
mécanisme semblerait étre non-opioide ce qui ouvre une porte de recherche de
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nouveaux antalgiques qui épargnent [’effet dépresseur du systéme nerveux central induit
lors de I’utilisation de s opioides (Afif ;2015).

11.1 La plante étudiée (chamaerops humilis) :

Chamaerops humilis L. (C.h) est un palmier nain ou palmier doum, appartient a la
famille des Acéraceée, originaire des régions bordant la Méditerranée occidentale (Khey et al.
, 2013), pousse a l'etat spontané et croit a I'état sauvage dans de nombreux pays du
circum méditerranéen dont 1’ Algérie fait parti (TELA BOTANICA ,2013) .
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Cette espéce utilisée a des fins économiques occupe de nombreux écosystemes en Algérie
par ailleurs Les nombreuses enquétes ethnobotaniques menées sur le terrain montrent que ce
taxon est utilisé comme plante médicinale (Hasnaoui et al. , 2014).

Figure (13) : le palmier nain (chamaerops humilis L) (Khoudali et al. , 2014)

1.2 Les noms vernaculaires :

v Palmier nain : terme pris de la définition scientifique de I’espéce.

v Palmier éventail : la feuille du palmier a une forme en éventail d’ou le nom, en
Afrique du nord et particuliérement en Algérie, 1’appellation usuelle est doum.

v Palmier de méditerranée : pousse a I’état spontané dans certains pays du bassin
méditerranéen.

11.3 Habita :

(C.h) L est une espece thermophile qui supporte des températures moyennes annuelles
élevées supérieures a 30°C, répandue dans la région méditerranéenne occidentale (Khey
et al .; 2013). Son aire couvre I’Europe du Sud (Italie, Espagne, Malte, Sud de la France)
et I’Afrique du Nord (Algérie, Tunisie et Maroc) (Medjati. , 2014).
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Figure (14) : Aire de Chamaerops humilis (Quézel et Santa ,1962)
11.4 Description et aspect botanique de la plante:

La (C.h) est une espéce generalement dioique (fleurs méles et femelles souvent sur des
pieds différents) de plus c’est un palmier nain presque acaule a 1’état sauvage, et une multi-
tige arbuste avec un tronc court (Medjati. , 2014), ces feuilles se situent au sommet du stipe,
appelées palmes et sont organisées en bouquet, leurs pétioles ont une longueur importante de
40 cm et méme plus.

Les sujets femelles produisent une grande quantité de fruits ovoides de couleur orange foncé a
rouge, Le fruit est globulaire de forme oblongue, ellipsoide, a épicarpe brun a fines rainures
claires (HASNAOUI , 2008).

la hauteur moyenne de cette plante est estimé entre 1 et 1,5 mettre mais elle peut
atteindre des hauteurs de 9 a 10 m dans les zones protégées (Khoudali et al. ; 2014), elle est
trés rustique au froid et a la secheresse. Elle peut survivre a des températures de -12°C.
(HASNAOUI , 2008).
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Figure (15) : (A) feuille, , (b) fleurs, (C) fruit (Medjati. ; 2014).

11.5 Classification botanique de la plante :

La famille des Arecaceae comprend 200 genres et 3000 especes. Le
Chamaerops humilis L. est une plante médicinale qui appartient a cette famille
(Khoudali et al., 2014).

Tableau (06) : Situation botanique de 1’espéce étudiée (Benmehdi et al. ;2012).
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Embranchement : Spermaphytes
Sous Angiospermes
embranchement :

Classe : Monocot
Ordre : Spadiciflores
Famille : Arecaceae
Trybu : Coryphée
Genres : Chamaerops
Espéce : Humilis

Sous espece : argentéa

11.6 Utilisation en médecine traditionnelle (phytothérapie) :

Presque toutes les cultures et les civilisations de I'Antiquité a nos jours ont dépendu
entierement ou partiellement de la phytothérapie en raison de leur efficacité, I'accessibilite,
la disponibilité, la faible toxicité et d'acceptabilité (Akharaiyi et Boboye. ; 2010).

Sur le plan phytogéographique le (C.h) une espece ouest-méditerranéenne, En Algérie ce
taxon est largement répandu dans la partie occidentale algérienne. (Hasnaoui et al. , 2008) Le
réle socio-économique, ethno-pharmaceutique et ethnobotanique du C.h a été signalé par
plusieurs auteurs (Hasnaoui et al.,2013). De nombreuses études descriptives ont été
effectuées sur le role déterminent du C.h en médecine traditionnelle (Hasnaoui et al . ,2014),
Elle est utilisé pour le traitement des maladies du tube digestif (Bnouham et al . ; 2002 .
Benmehdi et al. , 2012), aussi pour le traitement du diabéte, spasme, tonifiant et les troubles
gastro-intestinaux (Hasnaoui et al. , 2011), De plus [I'extrait aqueux des feuilles diminué
également le taux de cholestérol total et de triglycérides (Gaamoussi et al . , 2010).

Les feuilles et les fruits ont des vertus médicinales (hypoglycémiant, anti-inflammatoire,
anabolisant, antiseptique, antilithique, et diurétique (Hasnaoui et al .,2014), Un autre intérét
est porté aussi a l'utilisation de ces plantes comme source d’inhibiteur de la corrosion.
Ces inhibiteurs sont utilisés pour empécher ou retarder la corrosion des meétaux
(Hazwan et al. ,2011)



Matériels & Méthodes Il

I11.1 L’objectif de travail :

L’objectif de ce travail consiste a une étude qualitative du contenu en polyphénols
des différents extraits aqueux et organiques des graines de la plante de Chamaerops humilis L,
et préparation un extrait brut méthanoliques a partir de ces graines pour but d’évaluer
I’activité antibactérienne par la méthode des microdilutions sur microplaque de 96 puits vis-a-
vis les souches de références suivantes : Enterococcus faecalis ATCC 49452, Listeria
monocytogenes ATCC 19115, Bacillus subtilis ATCC 6633, Bacillus cereus ATCC 11778,
Pasteurilla multocida ATCC 43137, Citrobacter freundii ATCC 8090, Escherichia coli
ATCC 25933, Klebsiella pneumoniae ATCC 70603, Enterobacter cloacae ATCC 13047,
Campylobacter fetus ATCC 27374 .

d’évaluer I’activité antifongique par la méthode de contacte directe vis-a-vis
des especes de moisissures :A.flavus, A.niger, Rhizopus.stolonifer et Caldosporium.sp, d’une
levure du genre Candida de références suivantes : Candida albicans ATCC26790, Candida
albicans IP 444, Candida albicansATCC10231 et I’etude de I’effet anti-aflatoxinogéne par la
méthode de CCM
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111.2 Matériel végétale :

Notre travail a été réalise sur des fruits de la plante de Chamaerops humilis. Ces fruits ont
été recueillis a partir des montagnes situées a la commune de Sidi Ahmed wilaya de Saida
en septembre 2015 et identifier botaniquement par Pr Hasnaoui.

Les graines constituent la partie utilisée de cette plante. Elles ont été isolées et broyees, a
I'aide d'un broyeur jusqu'a lI'obtention d'une poudre qui est par la suite conservée jusqu’au
moment d’utilisation.

Figure (16): (A) : les fruits, (B) : les graines, (C) : leurs broyat

Tableau (07): caractéristique du matériel végétal

Quantité de la plante 100g

Lieu de récolte Saida

La date de récolte 22 septembre 2015
Partie utilisée Grains

Etat Seche
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111.3 Matériel microbien :
111.3.1 Les souches bactériennes :

Dix souches de bactéries de références ont été utilisées pour déterminer [’activité
antimicrobienne de ’extrait des graines de (C.h), elles sont représentées dans le tableau
suivant :

Tableau(08) : les différentes souches utilisées pour déterminer 1’activité antimicrobienne de
I’extrait des graines de (C.h)

Nom de la souche N°de référence  Gram Source et
identification

Enterococcus faecalis ATCC 49452 Positif
Listeria monocytogenes ATCC positif
19115 laboratoire
Antibiotiques,
Bacillus subtilis ATCC6633  positif  antifongiques :
physico-chimie,
. . synthése et activité
Bacillus cereus ATCC11778  positif biologique;
département de
Pasteurilla multocida ATCC43137 Négatif Biologie; Faculte
des Sciences de la
. . Nature et de la Vie,
Citrobacter freundii ATCC 8090 Négatlf des Sciences de la
Terre et de
L ) I’Univers;
Escherichia coli ATCC 25933  Négatif Université de
Tlemcen.

Klebsiella pneumoniae ATCC 70603 Négatif

Enterobacter cloacae ATCC 13047  Négatif

Campylobacter fetus ATCC 27374 Négatif
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111.3.2 Les souches de moisissures :

Les moisissures faisant partie de notre étude (tableau 09) ont été isolées, identifiées et
ramenées par Mr.Adli, maitre de conférence au niveau de I’université de Saida.

Tableau (09) : Liste des souches de moisissures testées

Nom de la souche Famille Source et identification

Aspergillus.flavus ~ Trichocomaceae

Laboratoires de recherche
des ressources
Aspergillus.niger  Trichocomaceae végétales et la sécurité
alimentaires des
zones semi-arides du sud-

Rhizopus.stolonifer Mucoraceae ouest algérien,
université de Béchar.

Caldosporium.sp

111.3.3 Les souches de levure :

Trois souches de levure du genre candida de références ont été utilisées pour déterminer
I’activité antifongique de I’extrait des graines de (C.h)

Tableau (10): Liste des levures testées.

Nom de la Référence FAMILLE SOURCE ET
souche IDENTIFICATION

Laboratoire

Candida ATCC26790 Saccharomycetaceae antibiotiques,

albicans antifongiques : physico-
chimie, synthese et

Candida IP 444 Saccharomycetaceae activite biologique

albicans Université de Tlemcen

Candida ATCC10231 Saccharomycetaceae

albicans

111.4 Extraction des graines de (C.h) :
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1114.1 Extraction par solvant :

La méthode d’extraction que nous avons adoptée est la macération. Une quantité de 59
des graines de (C.h) préalablement nettoyées et broyées sont mises a macérer dans un
mélange méthanol/eau (80 :20 mLV/V), sous agitation pendant 24h L’extrait hydro -
alcoolique est récupéré aprés filtration du mélange a I’aide d’un papier filtre. L’extrait
méthanolique ainsi préparé est utilisé au cours de I’examen phytochimique et de 1’étude
biologique (Talbi et al., 2015).

Figure (17): (A) préparation de I’extrait méthanolique ; (B) filtration d’extrait
I11.5 Tests phytochimiques :

L’espéce sélectionnée fait 1'objet d’une étude phytochimique qui consiste a détecter
les différents composés chimiques existant dans la plante. L’extrait obtenu est soumis aux
différents tests phytochimiques, qui sont basés sur des essais de solubilité, des
réactions de coloration et de précipitation ainsi que des examens en lumiére ultraviolette.

111.5.1 Préparation des extraits :
111.5.1.1 Préparation de I’extrait éthanolique :

Une quantité de 10 g de la poudre des graines de C.h est mise a macérer dans un
mélange éthanol/eau (70 :30 V/V) sous agitation magnétique pendant 24h I’extrait hydro -
alcoolique est récupéré apres filtration du mélange a I’aide d’un papier filtre.

111.5.1.2 Préparation de I’infusé aqueux :
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Une masse de 5g de poudre végétale est mise dans 100ml d’eau distillée bouillante
pendant 30 minutes. Apres refroidissement nous avons filtré ’extrait sur du papier filtre, on
récupére le filtrat dans un flacon opaque afin de réaliser des tests phytochimiques.

Figure (18) :(A) préparation de I’infusé aqueux ; (B) filtration d’extrait
111.5.1.3 Préparation des extraits aqueux :

59 de poudre des graines de (C.h) dissous dans 100ml d’cau distillée ont été
chauffés a reflux pendant 2h, Apres refroidissement. Nous avons filtré ’extrait sur du
papier filtre (Bougandoura et al. ;2012)

111.5.1.4 Macération en milieu acide :

On mélange 2g de poudre des graines de C.h avec 25ml de I’acide sulfurique (H2SO4 )
et 75ml d’eau distillée ; on laisse macérer sous agitation pendant 24h a I’abri de la lumiére.
Aprés filtration, on récupére le filtrat acide dans un flacon opaque afin de réaliser des tests
phytochimiques.

I11.6 Screening phytochimique :

Le screening phytochimique met en évidence la présence des familles de
molécules actives, c’est une ¢étude qualitative utilisée pour connaitre la composition
chimique globale des extraits (Senhaji et al., 2005; Kumar et al., 2010).

111.6.1 Les tannins :
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La présence des tannins est mise en évidence en ajoutant a 1ml de Dextrait
¢thanolique, 2ml d’eau distillée et 2 a 3 gouttes de solution de FeCl3 diluée (1 %).
L’apparition d’une coloration bleue-noire caractérise la présence des tannins galliques, verte
ou bleue-verte celle des tannins cathéchiques (Trease et Evans, 1987).

111.6.2 Les flavonoides :

La réaction de détection des flavonoides consiste a traiter 5ml de [D’extrait
éthanolique avec 1ml de HCI concentré et 0,59 de tournures de magnésium. La présence des
flavonoides est mise en évidence si une couleur rose ou rouge se développe aprés 3 minutes
(Cavé, 1993).

111.6.3 Les anthocyanes :

Un volume de 2ml d’infusé aqueux est additionné a quelques gouttes de HCI 2N.
L’apparition d’une coloration rose-rouge qui vire au bleu-violacé par addition
d’ammoniac indique la présence d’anthocyanes (Debray et al., 1971 ; Paris et al., 1969).

111.6.4 Les coumarines :

Une masse de 1gramme de poudre végétale est placée dans un tube en présence de
quelques gouttes d’eau distillée. Les tubes sont recouverts avec du papier imbibé de NaOH
dilué et sont portés a ébullition. Toute fluorescence jaune témoigne de la présence de
coumarines apres examen sous ultra-violet (Rizk, 1982).

111.6.5 Les alcaloides :

Nous avons pris deux tubes a essai dans lesquels nous avons introduit 1ml du macéra.
Nous avons ajouté dans le tube n° 1, 5 gouttes de réactif de Mayer et dans le tube n° 2, 5
gouttes de réactif de Wagner. La présence d’une turbidit¢é ou d’un précipité, apres 15
minutes indique la présence d’alcaloides (Paris et al., 1969)

111.6.6 Stérols et triterpénes :

Il consiste a évaporer a sec I’extrait éthanolique correspondant a 10 ml. Ensuite, on
dissout le résidu obtenu dans un mélange d’anhydre acétique/ chloroforme (5/5 : V/V) ; puis
on filtre et on traite le filtrat par quelques gouttes d’acide sulfurique concentré (réaction de
Liebermann-Burchardt).

Si cette réaction donne des colorations verte-bleue et verte-violette, elle indique alors
la présence respective des hétérosides stérodiques et triterpéniques (Trease et Evans, 1987).

111.6.7 Les composés réducteurs :
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Leur détection consiste a traiter 1 ml de ’extrait éthanolique avec de 1’eau distillée et 20
gouttes de la liqueur de Fehling puis chauffer. Un test positif est révélé par la formation
d’un précipité rouge brique (Trease et Evans, 1987).

111.6.8 L’amidon :

On Chauffe 5 ml de I’extrait aqueux avec 10 ml d’une solution de NaOH saturée
dans un bain marie jusqu'a 1’ébullition. Ajouter ensuite le réactif d’amidon.Un test positif est
révélé par 1’apparition d’une coloration bleue-violacé (Bruneton, 1999).

I11.7 Etude de I’activité antibactérienne et antifongique de I’extrait des graines de (C.h)
sur les souches testées :

111.7.1 Evaluation de I’activité antibactérienne :

Les tests sont effectués sur plusieurs souches bactériennes de référence .Le choix
de ces bactéries est basé sur leur pouvoir de pathogénicité.

L’activité antibactérienne de I’extrait des graines de C.h a été évaluée par la méthode des
micro-dilutions sur milieu liquide pour la détermination des concentrations minimales
inhibitrices (CMI).

11.71.1 Technique de détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI) par
La méthode des micro-dilutions sur milieu liquide:

La technique utilisée est décrite par CLSI en 2006. Elle est basée sur la capacité
des microorganismes a produire une croissance visible a 1’ceil nu au sein d’une série de
dilutions de la substance antimicrobienne (CLSI-M7-A7, 2006).

Le Bouillon Muéller-Hinton (MH) (pH de 7,2 & 7,4) est largement utilisé comme milieu
standard pour la micro-dilution en plaque. Il permet une meilleure croissance de la plupart des
bactéries pathogénes non exigeantes, en plus de son faible effet antagoniste vis-a-vis des
antibiotiques. Ce bouillon est considéré comme milieu de référence.

Apres la préparation de I'inoculum de travail, on a inoculé¢ la microplaque (96 puits),
et on a utilisé 12 puits pour chaque souche antimicrobienne (CLSI-M27-A2, 2002; CLSI-
M7-A7, 2006 ; Schwalbe, 2007).

111.7.1.2 Préparation de ’inoculum :
111.7.1.2 a Préparation de pré culture :

Les tests antibactériens doivent étre réalisés a partir des cultures jeunes de (18 a 24 heures)
en phase de croissance exponentielle. La réactivation des souches s’cffectue par
ensemencement de I’espece bactérienne dans un milieu de culture liquide (bouillon nutritif).
Aprés incubation de 24 heures a 37°C, un deuxiéme repiquage est realise dans des boites de
pétri contenant de la gélose nutritive (GN) puis, incubées a 37°C pendant 24 heures (hellal,
2011).
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111.7.1.2 b Préparation de la suspension bactérienne :

A partir des cultures jeunes sur (GN), nous avons prélevé 5 colonies bien isolées et
identiques dans 5 ml d’un milieu de culture liquide (BN), agitées a I’aide d’un vortex pendant
quelques secondes. L’ajustement de la charge bactérienne a 10° UFC/ml, est réalisé a I’aide
d’un spectrophotometre réglé sur une longueur d’onde de 625 nm. Selon la standardisation de
Mc Farland, on admet une DO comprise entre 0.08 et 0.1 correspond a une concentration de
10°UFC/ml ; la suspension d’inoculum est diluée a 1/100°™ dans le milieu de culture pour
avoir une concentration de 10°UFC/ml (hellal, 2011).

111.7.1.3Préparation de I’extrait méthanolique brut :

L’extrait méthanolique brut des graines de (c.h) est préparé par macération de 5g de
poudre dans un mélange méthanol/eau (80 :20 mLV/V) pendant 24h. Le filtrat obtenu est
séché a 37°C au four pasteur pendant 48 heures. Un résidu sec est obtenu. Il est conservé
dans un tube en verre sec et propre (chikhi ,2014).

Figure(19) : I’extrait méthanolique brut

111.71.4 Préparation de la solution meére :
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La solution mére contient en total un volume de 3ml avec une concentration de
200mg /ml : Une prise de 600 mg d’extrait sec est mise dans un tube a hémolyse en présence
de 200pl de DMSE, le mélange est ajuste a 3ml avec de Bouillon Muéller-Hinton (MHB).

Figure(20) : solution mére a testé
111.7.1.5 Préparation de la micro plaque :

Pour chaque ligne de la micro plaque, nous avons déposé 50ul de Bouillon Muéller-
Hinton (MH) dans les12 puits a I’exception de puits N°let N°12.

Le puits N°1 suivra de puits de départ qui contient 100 pl de la solution mére (extrait brute +
Bouillon Muéller-Hinton) avec une concentration maximale, et le puits N° 12 servira de puits
de contrdle de contamination qui contient seulement une quantité de 100 ul de MH.

Nous avons ajouté 50 ul de la solution mére dans le puits N°2 a partir du puits N°1.

Aprés avoir bien mélangé le contenu de deuxieme puits nous avons prélevé 50 ul, que nous
avons mis dans le troisieme puits, puits du troisiéme au quatriéme et ainsi de suite jusqu’au le
onzieme puits de fagcon a obtenir des dilutions successives. Les 50 pl du onziéme puits qui
restent doivent étre éliminés.

Enfin, nous avons introduit 50 pl de I’inoculum dans chaque puits sauf le puits N°12. Le
puits N°12 servira de témoin positif (croissance sans extrait).

Les plaques sont scellées avec un aluminium stérile et placées dans une étuve a 37°C pendant
24 heures. La lecture du résultat s’effectue a I’ceil nu a I’aide d’une source de lumiére sous la
microplaque pour visualisé si il y’a une inhibition ou non (la croissance sous forme une
trouble).

La plus faible concentration de chaque fraction ne montrant aucune croissance sera considérée
comme la concentration minimale inhibitrice (CMI), elle est confirmée par la un
ensemencement sur milieu solide (CLSI-M7-A7 2006).
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50 ul solution mére (50 ul Sh +50 pl inoculum
(extrait +BMH) 100 pl BMH

e

A Figue(21) : préparation de la micro plaque (la méthode des micro- dilutions sue milieu
liquide
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11.7.1.6 Détermination de la concentration minimale bactéricide (CMB) :

La CMB est définie comme la plus faible concentration de I’antibactérien qui détruit
99,9% de la concentration cellulaire finale. Aprés la détermination de la CMI (durant 24h
d’incubation a 37°C), les deux puits contenant les concentrations en extrait strictement
supérieures a la CMI vont servir pour la détermination de la CMB. Pour ce faire, un
échantillon de 10 pl de chaque puits (ne présentant pas de croissance) va étre transféré dans
des boites de Pétri contenant du milieu Gélose nutritive. Les boites sont incubées dans une
étuve a 37°C pendant 24 h.

Cette technique nous permet de vérifier si les cellules sont viables et cultivables. La boite de
celle de la CMB renferme un nombre de colonies inférieur a 3 (Prescott et al. 1995).

111.7.2 Essais d'activités antifongiques :

111.7.2.1 Sur les especes de moisissures :
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Dans notre ¢étude nous avons décelé le pouvoir antifongique de I’extrait par la
méthode de contact direct sur les espéces suivantes :

v Aflavus,

v' A.niger,

v Rhizopus stolonifer,
v’ Caldosporium.sp

111.7.2.1.1 Méthode de contact direct :

La méthode de contact direct est utilisée en vue de déterminer les extraits actifs par
I’évaluation du taux d’inhibition selon la méthode de Fandohan,2004 ou ’extrait des
graines du Chamaerops humilis L est testé avec les concentrations suivantes :

5;12,5;25;50et 75 pug/ml de milieu PDA.

Ces concentrations sont obtenues par l'addition de 100 ; 250 ; 500 ; 1000 et 1500 pg de
I’extrait brute méthanolique dans 20 ml du milieu PDA tiéde dans un tube a essai. Aprés
agitation des tubes le milieu est coulé dans des boites de pétrie.

L'inoculation se fait par le dép6t au centre de la boite un disque mycélium d'environ 0,6 cm de
diametre d'une pré-culture de 3 a 7 jours figure (22), Une boite de pétrie contenant 20ml de
PDA sans extrait est inoculer pour servir de témoin.

Figure (22) : L'inoculation des boites

Aprés incubation de 7 jours a une température de 28+4°C, en tenant compte de la croissance
de mycélium du témoin; on calcule l'indice antifongique (pourcentage d’inhibition) (Wang et
al., 2005) qui est déterminé par la formule suivante:

Indice antifongique = (1-Da/Db)
%100



Matériels & Méthodes Il

v' Da: le diametre de la zone de croissance de I'essai.
v" Db: le diamétre de la zone de croissance du témoin.

111.7.2.2 Sur les Levures :

Trois souches de levure du genre candida de références ont été utilisées pour déterminer
I’activité antifongique de I’extrait, il s’agit :

Candida albicans (ATCC26790) ; Candida albicans; (IP44); Candida albicans
(ATCC10231). Elles sont entretenues par repiquages successifs sur Gélose Sabouraud et
conservées a 4°C.

L’activité antifongique de I’extrait des graines de (C.h) a été réalisée par des techniques
différentes et complémentaires :

» Technique de détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) sur
microplaque;

» Technique de détermination de la concentration minimale fongicide (CMF) sur
microplague.

111.7.2.2.1 Détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI) par la
méthode des micro-dilutions sur milieu liquide :

Nous avons utilisé la méthode décrite en 2002 par Clinical and Laboratory Standards
Institute M27-A2 (CLSI). C’est la méthode de référence qui permet de tester I’efficacité des
antifongiques et de déterminer les CMI et les CMF correspondantes (CLSI-M27-A2 2002).

Le principe de cette méthode est d’évaluer la capacité des levures a produire une
croissance visible dans les puits d’une microplaque a fond rond (2 96 puits) contenant
le milieu de culture liquide, en présence de concentrations croissantes de I’extrait . Le milieu
de culture préconisé pour cette technique est Bouillon Sabouraud (BS) a pH 5.

111.7.2.2.1.2 Préparation de I’inoculum :

A partir d’une culture jeune de Candida albicans en boite sur gélose, nous avons prélevé
5 colonies d’'un mm de diametre que nous avons placé dans un tube a essai contenant 5 ml
d’eau physiologique stérile.

La concentration cellulaire de cette solution est ensuite ajustée de 10%a 5 x 10°cellules/ml.
La concentration cellulaire finale qui est fixée entre 5 x 10% 2.5 x 10%cellules/ml, est obtenue
par deux dilutions successives dans le milieu de test, une dilution de 1:100, suivie d’une autre
dilution de 1:20.
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111.7.2.2.1.3 Préparation de la solution mere :

La solution mére contient eu total un volume de 1ml avec une concentration de 200mg /ml :
Une prise de 200 mg d’extrait sec est mise dans un tube a hémolyse on ajusté a 1ml avec
sabouraud.

Figure (23) : solution mére a testé
111.7.2.2.1.4 Préparation de la microplaque :

Il s’agit de la méme méthode que pour les bactéries, mais le milieu de culture utilisé est le
BS Aprés une incubation de 48 h & 28°C.

La plus faible concentration de chaque fraction ne montrant aucune croissance sera
considérée comme la concentration minimale inhibitrice (CMI).

111.7.2.2.1.5 Détermination de la concentration minimale fongicide (CMF) :

La CMF est définie comme la plus faible concentration de 1’antifongique qui tue 99,9% de
la concentration cellulaire. Pour la détermination de la concentration minimale fongicide,
nous avons utilisé la méthode décrite par Canton et al. 2003. Cette méthode est en accord
avec les exigences de la CLSI « Clinical and Laboratory Standards Institute »
(Espinelingroff et Canton 2007).

Apres la détermination de la CMI (durant 24h d’incubation a 35°C), les deux puits
contenant les concentrations de substances antifongiques strictement supérieures a la CMI
vont servir pour la détermination de la CMF.

Pour ce faire, 10 pl de chaque puits vont étre transférés dans des boites de Pétri contenant du
milieu sabouraud gélose. Les boites sont incubées dans une étuve a 35 °C pendant 48h.

Cette technique nous permet de vérifier si les cellules sont viables et cultivables. La boite
correspondant a la CMF renferme un nombre de colonies inferieures a 3 (Majoros et al.,
2005).
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111.8 Analyses mycotoxicologiques :

Sachant que les mycotoxines sont elaborées par des moisissures. Il serait intéressant
d’étudier les moisissures productrices des mycotoxines.

111.8.1 Recherche des souches productrices d’aflatoxines :

La souche d’Aspergillus flavus est repiquée sur milieu PDAac pendant 5 jours a 25+ 2 °C
et soumise aux analyses mycotoxicologiques.

111.8.2 Test d'activité antiaflatoxinogénique de I’extrait des graines de Chamaerops
humilis. :

Pour savoir [D’effet de I’extrait des graines de (C.h) vis-a-vis la production des
mycotoxines par A.flavus on a utilisé des flacons contenant 50 ml de milieu YES (Yeast
Extract Sucrose) en vue de sa richesse en vitamines B, et son pouvoir de favoriser la
métabolisation secondaire et induire les réactions anaboliques. Nous avons ajouté dans
ces flacons des quantités différents de 1’extrait des graines de (C.h) 100, 250 ,500 ,1000 et
1500 pg. Apres une agitation, on a introduit un disque mycéliens d’A.flavus
séparément prélevés d’une pré culture de 05 jours (Haddouchi et al., 2009).

111.8.3 Analyse chromatographique par C.C.M:
111.8.3.1 Extraction des mycotoxines :

Apres 14 jours d’incubation, on a ¢éliminé la biomasse mycélienne formée en filtrant le
milieu YES par un papier filtre (Figure 24), puis 1’extraction a été réalisée selon la procédure
qui a été décrite par Frayssinet et Cahagnier, 1982 (Figure 25)

Figure (24) : Filtration du milieu YESaprés14 jours d'incubation
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Les trois phases chloroformiques ainsi obtenues sont mélangées et filtrées sur du papier filtre
puis concentrées par évaporation sous vide a 1’aide d’un rotavapor jusqu’a un volume de 2 a 3
ml. Ce filtrat est conservé dans des tubes en verre hermétiquement fermés.

50ml du filtrat additionnée a100ml de
chloroforme +Agitation pendant 10 min

|

Séparation par ampoule décanté

¢

Phase chloroformique 1 _ Phase aqueuse

<4

Additionnée 50 ml de chloroforme +Agitation pendant

<

Séparation

<4

Phase chloroformiaue 2 - Phase aaueuse

<4

Additionnée 30 ml de chloroforme +Aaitation pendant

<4

Phase chloroformique 3 — Separation

<4

Phase aqueuse

Figure(25) : Méthode d'extraction des mycotoxines (Frayssinet et Cahagnier, 1982)
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111.8.3.2 Séparation chromatographique :

La chromatographie sur couche mince (CCM) repose principalement sur des
phénomenes d'adsorption. Elle se fait sur une plaque de silicagel (F254) sur laquelle
sont déposés deux spots de 20 pl de chaque extrait a analyser. La plaque est ensuite placée
dans une cuve chromatographique et trempée dans un solvant d’élution constitué de
Toluéne, Acétate d’Ethyle et acide formique de volume (5, 4, 1ml) respectivement
(figure 26). Apres migration et évaporation du produit d’élution a sec, la plaque est examinée
sous UV a 365 nm. La présence d’aflatoxines se traduit par des fluorescences
caractéristiques aux spots standards et d’un méme rapport frontale que 1’étalon (Frayssinet et
Cahagnier, 1982).

Figure (26) : Cuve chromatographique CCM
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1.1 Détermination du rendement en extrait sec :

La préparation de 1’extrait a partir des graines de (C.h) a été effectuée par le solvant qui
est le méthanol. Cette extraction a permis d’obtenir un extrait brut, avec un rendement de
2,7%.

IV.2 Screening phytochimiques :

Les tests phytochimiques ont été réalisés sur différents extraits préparés a partir des
graines de (C.h), en utilisant des solvants de polarités différentes et des réactifs spécifiques de
révélation.

Le screening phytochimique nous a permis de mettre en évidence la présence de métabolites
secondaires au niveau des graines de notre plante. La détection de ces composés
chimiques est basée sur des essais de solubilité des constituants, des réactions de précipitation
et de turbidité, un changement de couleur spécifique ou un examen sous la lumiere
ultraviolette.

Les Résultats des études phytochimiques effectuées sur les graines de Chamaerops humilis,
sont présentés dans le tableau si dessous :

Tableau (11) : Le screening phytochimique des graines de (C.h).

Métabolites Résultats obtenus

++
apparition d’une coloration bleue-
Les tanins noire confirmant la présence de tanins
galliques

++

Les flavonoides Une coloration rose ou rouge indique
la présence de flavonoides
+

Les Anthocyanes apparition d’une coloration rose-
rouge qui vire au bleu-violacé

Les coumarines +

Les alcaloides -

+
Stérols et triterpénes | Apparition d’une coloration verte-
bleue et verte-violette

Les composeés +
réducteurs formation d’un précipité rouge
brique

(+) : présence  (-) : Absence
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Figure (27) : Quelques tests du screening phytochimique (A) : Les tanins ; (b) : Les
flavonoides ;(c) : Les Anthocyanes ; (d) : Alcaloides ; (e) : Les composés réducteurs (f) :
Stérols et triterpénes
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V.3 Etude de I’activité antibactérienne et antifongique de I’extrait des graines de (C.h)
sur les souches testées:

1V.3.1 Activité antibactérienne :

IVV.3.1.1 Déetermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI) par la méthode
de micro-dilutions :

La méthode des micro-dilutions sur milieu liquide est une technique quantitative
permettant de déterminer la sensibilité des microorganismes vis-a-vis une substance
antimicrobienne. Cette méthode base sur le pouvoir inhibitrice de I’extrait des graine de (C.h)
a l'intérieur d'un puits, dans un milieu nutritif ensemencée par 1’inoculum des souches a
testeées.

Les résultats de la méthode de micro-dilution tableau (12), montrent que I’extrait des
graines de (C.h) a un effet inhibiteur a une concentration de 12,5 mg/ml vis-a-vis des souches
Bacillus subtilis, Enterobacter cloacae, Escherichia coli; a 6,25 mg/ml vis-a-vis Listeria
monocytogenes, Pasteurella multocida, Campylobacter fetus, Klebsiella pneumonia ; a 3,12
mg/ml vis-a-vis Bacillus cereus, Citrobacter freundii et 1,56 mg/ml vis-a-vis Enterococcus
faecalis.

Tableau (12) : Résultat des CMI et CMB de I’extrait des graines de (C.h) vis-a-vis des
souches bactériennes.

Concentration

Volume BMH + Iextrait (50 pl) a différentes concentration plus ~ Inoculum ~ BMH
Pinoculum (50 pl +
Souches (S0mb (100
BMH )
Testées
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Enterococcus CMB cMI
faecalis = = - - - _ + + + + -
Bacillus cereus CMB CMI
- - - - + + + + + =
Listeria CMB CMI
monocytogenes - - - + + + + + + -
Bacillus subtilis CMB CMI
- - + + + + + + + =

Pasteurella - - CMB - CMI + + + + + + =
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multocida - -
Campylobacter CMB CMI
fetus - - - + + + + + +
Enterobacter CMB CMI
cloacae I = - . + + + + + + +
Citrobacter freundii CMB cMmI
- - - - + + + + +
Klebsiella CMB CMI
pneumonia - - - + + + + + +
Escherichia coli CMB cMmI
= = + + + + + + +
100 50 25 125 625 312 156 0,78 0,39 0,19 /!

[1 de Pextrait
(mg/ml)

1V.3.1.2 Détermination de la concentration minimale bactéricide (CMB) :

La CMB est définie comme la plus faible concentration de 1’antibactérien qui détruit
99,9% de la concentration cellulaire finale.

Aprés la détermination de la CMI (durant 24h d’incubation a 37°C), les deux puits contenant
les concentrations en extrait strictement supérieures a la CMI vont servir pour la
détermination de la CMB, La concentration minimale bactéricide (CMB), elle est confirmée
par la transformation de 10ul de chaque puis dans des boites de Pétri contenant du milieu
Gélose nutritive figure (29), les résultats de ce dernier représentent dans la figure (0).

La figure (28) montre que I’extrait brut méthanolique posséde un effet bactéricide vis-a-vis
tous les souches a testées.

a une concentration 100 mg /ml vis-a-vis Bacillus subtilis, Enterobacter cloacae, Klebsiella
pneumonia, Escherichia coli; a 50 mg/ml vis-a-vis Campylobacter fetus, Citrobacter
freundii; a 25 mg/ml vis-a-vis Bacillus cereus; Listeria monocytogenes, Pasteurella
multocida et 12,5mg/ml vis-a-vis Enterococcus faecalis

limale bactéricides

n ma/ml

I
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Figure (29) : I’effet d’antibactérienne del’extrait brute des graine de (C.h) sur (A) : Bacillus
subtilis,(B) : Enterococcus faecalis :,(C), Pasteurella multocida,(D) : Bacillus cereus,(E) :
Listeria monocytogenes,(F): Enterobacter cloacae

1V.3.2 Détermination de I’Activité antifongique :
1VV.3.2.1Sur les especes de moisissures :
1V. 3.2.1.1 Méthode de contact direct :

L'activité antifongique de I'extrait des graines de Chamaerops humilis a été évaluée par la
méthode de contact direct qui nécessite une incubation de 07 jours, Les résultats obtenus sont
rapportés dans le tableau(13).et figure(30)

Tableau(13): Résultats de I’activité inhibitrice de 1’extrait brut méthanolique des graine de
(C.h). Sur les souches fongiques testées.

Concentration (ug/ml)

Espece
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Aspergillus flavus ss 6,25% 12,50%  43,75% 78 ,75% 81 ,25%
Aspergillus niger 13,46%  19,23% 23,08% 39,38% 40,38%
Cladosporium.sp 41.8% 50,91% 69,09% 80% 85,45%

Rhizopus stolonifer 10% 16,25% 30,63% 51,63% 58,63%

L’analyse des résultats relatifs a la croissance fongique soumise a 1’action de différentes
concentrations de 1’extrait brut méthanolique des graines de( C.h) testée (figure 30 ) nous
a permis de constater que ’extrait de cet plante exercé une action antifongique variée sur les
espéces fongiques testées a des concentrations allant de 5 pg/ml jusqu’a une concentration
égale & 75pg/ml. L’extrait des graines de (C.h) a pu inhibée la croissance de Aspergillus niger,
Rhizopus stolonifer, Aspergillus.flavus et Cladosporium.sp. On a aussi remarqué que le taux
d’inhibition de la croissance fongique est proportionnel a la concentration d’extrait

IV.3.2.1 .2 L’activité inhibitrice de I’extrait a 5ug /ml :

A la concentration de 5pg /ml de I’extrait, L’analyse antifongique révéle une inhibition
de I’extrait vis-a-vis les souches testées, la souche Cladosporium.sp représente la souche la
plus sensible par rapport aux autres souches testées avec un indice antifongique 41,8% Par
ailleurs, la souche A.flavus a été marqué par une résistance a 6,25%.

IV.3.2.1.3 L’activité inhibitrice de ’extrait a 12, 25 pg /ml :

Pour la concentration de 12,5ug /ml vis-a-vis les souches testées, on a remarqué en terme de
sensibilité que la souche Cladosporium.sp a présenté une sensibilité visiblement remarquable
a 50,91%, tandis que L’A niger, Rhizopus stolonifer et A flavus ont présenté une sensibilité
médiocre a 19,23%, 16,25% et 12,5% respectivement.

IV.3.2.1.4 L’activité inhibitrice de I’extrait a 25ug /ml :

A partir d’'une concentration en extrait de 25ug /ml on n’a observé, des variations ont été
produites en termes de sensibilité pour les différentes espéces testées, dont Cladosporium.sp a
présenté une sensibilité a 69,09%, A. flavus 43,75%, Rhizopus stolonifer 30,63% et
Aspergillus niger 23,08%

1V.3.2.1.5 L’activité inhibitrice de I’extrait a 50 et 75 pg /ml :

En ce qui concerne les deux concentrations 50 et 75ug/ml, montrent que Iindice
antifongique de Cladosporium.sp et A. flavus est tres elevé par rapport aux concentrations
précédentes. 85,45% et 81,25% respectivement. Tandis que [D’effet inhibiteur reste



Résultats &interprétations

proportionnel avec la concentration en extrait pour les autres souches testées a des
pourcentages variables

100 -

90 -

80 -
S 710
3
g 60 -
(@]
= m A flavus
= 50 + .
% m Aniger
3 40 - m Cladosporium.sp
©
£ m R.stolinifer
o 30 -

20 -

10 +

0 .
5 12,5 25 50 75
Concentrartion de I'extrait methanolique de C. humilis (graine)(ug/ml)

Figure (30) : L'indice antifongique de 1’extrait brut méthanolique des graine de (C.h).

1VV.3.2.2 Sur les Levures :

IV.3.2.2.1 Détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI) et la
concentration minimale fongicide (CMF) par la méthode des micro-dilutions sur milieu
liquide:

Les observations effectuées sur ’effet de 1’extrait des graines de (C.h) vis-a-vis Candida
albicans testées sont représentées dans le tableau(14) et figure (31).

Les résultats de la méthode de micro-dilution montrent que 1’extrait des graines de (C.h) a un
effet inhibiteur a une concentration de 6,25 mg/ml vis-a-vis Candida albicans ATCC26790 ; a
3,12 mg/ml vis-a-vis Candida albicans IP 444 et a 0,78mg/ml vis-a-vis Candida albicans
ATCC10231.et un effet fongicide a une concentration de 50mg/ml vis-a-vis Candida albicans
ATCC2679 Candida albicans IP 444 ; et a une concentration de 6,25mg/ml vis-a-vis Candida
albicans ATCC10231
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Tableau (14) : Résultat des CMI et CMB de I’extrait des graines de (C.h) vis-a-vis Candida

albicans
Volume BS + I’extrait (50 pl) a différentes concentration plus Inoculum BS
Pinoculum (50 pl) + (100 pl)
BS
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
CMI
Candida albicans _ CmE _ . + + + + + + -
ATCC26790 =
Candida albicans CME CMl
- _ - - - + + + + + -
IP 444 -
i i CMF ol
Candida albicans _ ) _ _ _ _ + + + -
ATCC10231 - -
[] de Uextrait 100 50 25 125 625 312 156 078 039 0,119 1 I

Figure (31) : I’effet d’antifongique de I’extrait brute des graines de (C.h) sur (A) : Candida
albicans ATCC26790, (B) : Candida albicans ATCC10231

V.4 Résultats des analyses mycotoxicologiques :

IV.4.1 Effet de D’extrait brut méthanolique des graines de (C.h) vis-a-vis le poids
mycélien:

D’aprés la figure (32) on a remarqué que la masse mycélienne était inversement
proportionnelle a la concentration en extrait. Ceci peut étre expliqué par 1’existence d’un effet
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inhibiteur de cet extrait sur le plan de la croissance mycélienne pour la souche fongique
testée (A flavus).

3,5 ~

2,5

1,5

1 - A.flavus
0,5

Masse mycilienne (g)

Témoin 2 5 10 20 30

Concentration de I'extrait brut méthanolique des graines C.h
(ng/ml)

Figure (32) : L’effet de I’extrait brut méthanolique des graines de fruit de Chamaerops
humilis sur les poids mycélienne (g)

1V.4.2 Test d'activité anti-aflatoxinogénique de I’extrait :

D’apres les résultats du test de 1’activité antiaflatoxinogénique de I’extrait brut méthanolique
des graine de (C.h) par CCM., aucune inhibition de la sécrétion des mycotoxines n’a été

remarquée figure(33)

3I0oug/ mi

Témoin 2 g/ mli S pag/mli 10 pag/mi 20mug/ mi

Figure(33) : L'effet antiaflatoxinogenique de 1’extraite des graines de (C.h) par CCM sous
UV (Détection d’AFB1).
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V. Discussion :

Les plantes sont constituées, dans leur extréme richesse et diversité, de molécules aux
structures complexes, dont les fonctionnalités répondent, lorsqu’elles sont valorisées, aux
différents besoins des étres vivants du régne animal. Les ressources végetales
présentent I’avantage d’étre renouvelables et d’étre trés largement présentes dans leur

diversité sur I’ensemble des terres (Blanc et Goma, 2006).

Par ses contrastes géographiques, la région des hauts plateaux -ouest Algérien
offre dans les conditions favorables un bioclimat permettant I’installation d’une flore a
endémisme marqué, formée par diverses espéces de différentes souches poussant a 1’état
sauvage, ce qui fait de la région un véritable réservoir de matieres premieres et une

remarquable usine naturelle. (Benzahi, 2001).

Ces derniéres décennies, plusieurs études se sont penchées sur la valorisation
des plantes, notamment les plantes médicinales qui sont utilisées traditionnellement par la
population de la région depuis longtemps tant pour conserver et aromatiser ses aliments
que pour traiter ses maladies. Cette catégorie de plantes demeure trés distincte des autres,
mérite d’étre valorisée et présentée sous les feux de I’actualité, pour une meilleure

exploitation.

Pour une meilleure et plus précise application, il est plus qu’impératif d’étudier
la composition biochimique des métabolites issus de ces plantes en vue de déceler leurs
molécules a activités biologiques qui est le plus souvent corrélée aux caractéristiques
physico-chimiques pouvant avoir des conséquences négatives ou positives sur la qualité

de leurs activités biologiques (Ziane, 2007).

Plusieurs études ont mis en évidence l'utilisation des huiles essentielles et les
différents extraits des plantes comme agents antimicrobiens naturels, ces extraits inhibent
efficacement la croissance d'un large éventail de micro-organismes avec moins d'effets
secondaires que les agents antimicrobiens synthétiques pour la santé de I'homme

(Bougandoura et Bendimerad., 2012).

Cela nous a amener a une étude phytochimique et [1’évaluation de 1’effet
antimicrobien de D’extrait brut méthanolique des graines des fruits de la plantes de
Chamaerops humilis sur quelques souches de bactéries, levures et moisissures sécrétrices des

mycotoxines.



Discussion Il

Toutefois, I’extrait brut méthanolique des graines des fruits de la plantes de
Chamaerops humilis a été obtenu par macération a partir de la matiére seche broyée avec un
rendement de 2,7%, ceci est relativement en désaccord avec les travaux de Hasnaoui et al .,
(2014) ayant trouvé un rendement d’extrait chloroformique de 1,5 % a partir des feuilles

collectées de la wilaya de Tlemcen (Algérie).

Les rendements trouvés ont été élevé dans des extraits bruts méthanolique, ceci a été
prouve par plusieurs études qui ont suggéré que le méthanol est le solvant le plus utilisé et sur
tous pour extraire les composés phénolique d'une plante (Sun et al ., 2007; Falleh et
al.,2008).

En effet, il est difficile de comparer les résultats du rendement avec ceux de la
bibliographie, car ils ne sont que relatifs et dépondent de la méthode et les conditions dans les
quels I’extraction a été effectuée, ainsi a ’origine géographique de la plante, conditions
pédoclimatiques, et du fait de la différence de composition et des structures chimiques
contenues dans le produit naturel. (Sefidkon , 2001).

Les résultats expérimentaux des tests phytochimiques réalisés sur les graines des fruits
de la plantes de Chamaerops humilis montrent la présence des tanins, flavonoides,
anthocyanes, comarines, stérols et triterpnes et composes réducteurs. Ces résultats concordent
avec les travaux de khoudali., (2014) ; Hasnaoui et al ., (2013a) qui ont illustré la présence

des mémes composants.

L’activité antibactérienne par la méthode de micro-dilution a montré un effet
inhibiteur important vis-a-vis dix souches bactériennes (Gram positives et négatives) par
I’extrait des graines de (C.h). Cette activité & montré que la plus petite valeur de CMI était
celle pour E faecalis avec une valeur égale a 1.56 mg/ml. D’autre part, les grandes valeurs de
CMI étaient contre toutes les souches testées avec des valeurs de 12.5 mg/ml. De plus, notre
extrait posséde un effet bactéricide vis-a-vis tous les souches a testées a une concentration
(CMB) de 100 mg /ml.

Dans le méme contexte, les travaux menés par Hasnaoui et al ., (2013) sur les huiles
essentielles des feuilles de (C.h) ont révélé un I'effet inhibiteur a une concentration d'environ
250 mg / ml pour les bactéries: Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus et
Escherichia coli. La concentration inhibitrice été d'environ 500 mg / ml de Listeria

monocytogenes et Bacillus subtilis. La forte sensibilité peut étre expliqué par la forte présence
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des phénols (flavones et des flavonoides et des composés apparentés) qui sont doués d’un
pouvoir antibactérien (Kumar et al., 2009). De plus, plusieurs auteurs mentionnent que les
propriétés antimicrobiennes des extraits de plusieurs plantes médicinales ont été attribuées a
leur profil chimique (Baydat et al., 2004 ; Pibiri, 2005 ; Satrani et al., 2006).

Plusieurs études ont mis en évidence l'utilisation potentielle des extraits comme
un facteur de lutte contre des champignons microscopiques susceptibles de produire des
mycotoxines d’une part, D’autre part comme inhibiteurs de 1a croissance des champignons
(Bankole et Joda, 2004).

Toutefois, I'extrait méthanolique des graines de (C.h) a montré une activité
antifongique variée vis-a-vis les souches fongiques testées : A.niger (40,38%), R.stolonifer
(58,63%), A.flavus (81,25%) et Cladosporium.sp (85,45%) a une concentration de 75 pg/ml.
En outre, nos résultats sont en accord avec ceux de Hasnaoui et al ., (2014a ; 2014b) dont ils
ont marqué aussi I'effet inhibiteur des huiles essentielles des feuilles de (C.h) sur la croissance

mycélienne des méme souches.

Apreés les testes sur la croissance mycélienne, on a mis en évidence un test d’efficacité
d'extrait vis-a-vis le poids mycélien dans un milieu liquide « YES » de la souche : A.flavus.
Nos résultats illustrent une diminution du poids mycélien corroborent avec de ceux de
Haddouchi et al., (2009) qui ont noté que la diminution du poids mycélien est sous 1’action
conjuguée entre I’effet nutritif du milieu de culture et I’action antifongique.

De ce fait, I’effet antifongique est proportionnel a la concentration d’extraits de la
plante dans le milieu. Selon Degryse et al (2008), le degré d’activité antimicrobienne est

proportionnel a la concentration en extrait de plante.

Du point de vue mycotoxicologiques, la détection visuelle de la souche A. flavus testée
et cultivé sur milieu CEA a révélé une fluorescence bleu des colonies pour I’especes testée
alors nos résultats sont similaires avec ceux de Lemke, Davis et al., (1989) qui ont confirmé
que I'A. flavus est une espéce sécrétrices de mycotoxine est cela par la fluorescence visible

sous la lumiére UV (365nm).

Par la suite, I'extrait méthanolique des graines de (C.h) a été rendue non efficace

vis-a-vis la sécrétion des aflatoxines a partir de 1’A.flavus suite a une série d’analyse
par la CCM.
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Concernant 1’activité antifongique de I’HE wvis-a-vis les trois souches de
Candida albicans a été rendue efficace avec des CMI égaux aux CMF qui sont de
I’ordre de 0.78ug/ml pour Candida albicans ATCC10231, 3.12 pg/ml pour Candida
albicans 1P444 et 6.25 pg/ml pour Candida albicans ATCC26790 . Autrement. Nos
résultats sont en concordance avec ceux de Hasnaoui et al ., (2014b) qui ont décelé cette
activité a des CMI=<250ul/ml au sein des mémes souches par huile essentielle des feuilles de
(C.h).

Dans le méme contexte, la détermination des paramétres d’inhibition (CMI, CMF)
nous a permis non seulement de confirmer, quantifier, et comparer les activités mais aussi de
caractériser la nature de I’effet révélé par un extrais sur un microorganisme donné (Biyiti et
al., 2004)

L activité de I’extrait d’une plante dépond de sa composition chimique (la nature des
groupes fonctionnels porté par des composés majoritaires) et aussi des proportions de ces
différents composants (Degryse et al.,2008).

D’une maniére générale, la diminution de la croissance en présence de I’extrait
comparé au témoin pourrait s’expliquer par la présence dans ces extraits des composés

terpéniques a activité antifongique ( Tatsadjieu, 2003).

Contre les champignons, les phénols des extraits des plantes provoquent plusieurs
dégats tels que des perturbations morphologiques des hyphes mycéliens, la rupture de la
membrane plasmique et 1’altération de la structure des mitochondries (Arras et al., 2001 ; De
Billerbeck et al., 2001). De ce fait, le mécanisme de la toxicité des phénols envers les
champignons est basé sur I’inactivation des enzymes fongiques qui contiennent le groupement
SH dans leur site actif (Celimene et al., 1999 ; Cowan, 1999). Les composants phénoliques
agissent aussi en se fixant sur les groupes amine et hydroxylamine des protéines
membranaires microbiennes provoquant l’altération de la perméabilité et la fuite des

constituants intracellulaires (Juven et al., 1994; Lopez-Malo et al., 2005).
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Les plantes aromatiques et médicinales possédent un systeme de defense naturelle tres
efficace, se trouve dans certaines substances chimiques bioactives , D’activité
antimicrobienne des extraits dépend non seulement des composes phénoliques mais,
aussi de la présence de différents métabolites secondaires comme les flavonoides, les
tanins, les stérols et stéroides...etc.

Dans ce contexte s’inscrit le présent travail dont le but principal est d’essayer d’évaluer les
activités antimicrobiennes, antifongiques et antitoxinogénique de 1’extrait brut méthanolique
des graines de chamaerops humilis L.

La préparation de I’extrait a partir des graines de (C.h) a été effectuée par le solvant qui
est le méthanol. Cette extraction a permis d’obtenir un extrait brut, avec un rendement de
2,7%.

Les résultats obtenus de ce présent travail démontrent que I’extrait brut méthanolique des
graines de Chamaerops humilis a pu inhibée la croissance de Aspergillus niger, Rhizopus
stolonifer, Aspergillus.flavus et Cladosporium.sp.

Cependant, L’extrait brut méthanolique a exercé un effet antifongique vis-a-vis :
Candida albicans ATCC26790, Candida albicans IP 444, Candida albicans ATCC10231

Par ailleurs, les résultats mycotoxicologiques; ont révélé la présence de I'AFB1 produites par
I'A.flavu ; d’ou I’extrait brut méthanolique n’a prouvée aucune inhibition de la sécrétion de
ces mycotoxines.

Concernant les résultats de Screening phytochimiques ont été réalisés sur différents extraits
préparés a partir des graines de (C.h), montrent la présence des: Tanins, Flavonoides, les
anthocyanides, les composés réducteurs, terpénoides stérols
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V1. Conclusion :

Le but de cette étude était de valoriser la flore locale d’intérét thérapeutique. A cet
effet nous nous sommes intéressés a 1’extrait des graines de Chamaerops humilis plante
médicinale trés sollicitées en médecine traditionnelle, en vue d’inhiber in vitro une flore
fongique toxinogéne productrice de mycotoxines ; Il a aussi été question d’évaluer in vitro
I’impact thérapeutique voir régulateur de 1’extrait méthylique sur la toxicité de ces

molécules fongiques (Aflatoxine B et G).

La premiére partie de ce travail a été consacrée a la caractérisation des 1’extrait des
graines de (C.h) aux moyens de détermination phytochimique. L’expertise par ces moyens a
démontré la présence de cet extrait en tanins, flavonoides, anthocyanes, coumarines,

stérols et triterpenes et composés reducteurs.

Dans un second temps, 1’étude in vitro du pouvoir antibactérien de 1’extrait de (C.h) a
montré un effet inhibiteur important vis-a-vis dix souches bactériennes testées (Gram

positives et négatives).

Dans un troisieme temps, nous avons évalué in vitro I’activité antifongique de 1’extrait
sur une flore fongique toxinogéne A.flavus , par deux méthodes — évaluation de la
croissance radiale sur milieu solide et la quantification de la biomasse sur milieu liquide
;A ce propos, et a la lumiére des résultats parvenus par cette étude, on peut conclure
que D’extrait répond approximativement a la problématique posée. En effet, I’extrait a
exercé un retard de croissance sur les champignons étudiés(A.niger, R.stolonifer, A.flavus
et Cladosporium.sp. Ce retard a été plus marqué sur Cladosporium.sp qu’A.niger.

Par ailleurs, nous devons signaler que I’évaluation de I’effet antixinogénique n’a

pas fourni des résultats anti-aflatoxinogénique.

Notons aussi que 1’extrait de cette plante a illustré une trés grande efficacité vis-a-vis

des trois souches de Candida albicans.

En conclusion, la valorisation de cet extrait méthanolique permet tout a fait
d’envisager une application dans les domaines de lutte antimicrobienne et thérapeutique

pour moduler I’impact néfaste des molécules microbiennes toxiques.

En fin, les résultats obtenus ne constituent qu'une premiere étape de recherche de

I’activité anti bactérienne et antifongique de cet extrait testé, des études ultérieures



Conclusio?

devront étre mené pour affirmer ou infirmer les performances mises en évidence. Un travail
important reste & mener concernant 1’étude des fractions de cet extrait. Il est conseillé
de multiplier les recherches in vivo par des études histologiques, de réaliser des études

sur culture cellulaire pour micux affiner I’effet de ces extraits et de leurs fractions.
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An nexesf

Annexe : Composition des milieux de culture.

PDA (Potatoes Dextrose agar)

Eplucher, laver et couper en petits morceaux 200 g de pomme de terre, les mettre dans

700 ml d'eau distillée et porter a ébullition, apreés filtrer et compléter a 1 litre.

DeXtrose (OU SACCNAI0SE).eeureneereeenrenrerecanrecacansenseensansescansanscsssansonssnnes 10g
1 209
Eau diStill€e. ..cceneiinniiiieiiieiiiieiiieieieeiateeseceraeeesscessscenscensscssssennsenns 1000 mi

DEeXIrose (OU SACCNAN0OSE).......cuiiiiiieiiecieseesteeteeee st e et e e et esre e sre e s e e saeeneeas 409
EXtrait de LevUre....cccoiveiiiiiiiieiiiaiiieiiiaiesnsessetossscssssssssssssssssssssasosssessns 209
| DF N1 ] | L 1000 ml

1 T 9¢
Eau distillée.....ccoivuiieiiiiniiniiiiiiiiiiiiieiiiiiiiiieiieriisiiaseesssnsonssnsssses 1000 ml
Mueller-Hinton

Infusion de viande de betf......oieeiiiiiiiiiiriiiiiiiiieeereenneeeeeceeeee sossececnannee 02,09
Hydrolysat acide de cas€ine.......ccceevieviiiiiiiiiiiieiiiiieiieciieiieeieeiieciecincanen, 17.59
B2 N 111 ) T 01.5¢
N . ) 10g
Eau distill€e....cuouieiuiniiiiuiiiiiuiiiiiiiiiiieiiiiieiiiieietinesesateesasasessissssnsnses 1000ml
PH:7.4

EXErAIt 08 IOVUI . e ieiieiiiieeiieiiteeeeietentenecaatensesassnsonscsnsansonssnnsansonsssnsannss 29
EXIrait de vIANde. . ..oueeeieiiniieiieiniiiieiieeniintieceecnssnsossssnsensosssonssnsssnssnsans 10g
) 1] 1) 1 50
GIUCOSE. .o ueiiniiniiieiiieiieiiieiatintosesatonsossssssonsssassnssssssssssssssssssossssnssnsssssns 209



An nexesf

| OF 1 LT 11 | [ T 1000 ml

DN 1 a7 ) N 20g

D.GIUCOSE. . .viiiiniiiiiiiiiiiiniiiiineiiiiiatiestsntessessscsessssssesssossssssosssssssssnnsesses 20¢g
110 ) - 109
EXErait de LOVUIE. . ueeineiiiiieiieiiiiiiaeeereeententescescnsansessescnsansonsssssscnsansansonnes 39
J Yo=Y - To - | GO PRSI 159
Eau distill€e....cuouiieiniiiieiniiiieiiiiiieiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiitetasnisecasssesasssesnn 1000 mi
Ph=5.8+0.2

EXErait e [OVUN . cuaeniiniiiiiiiieiiiiiiaeieeeeetiateecescnsensescscnsansensessnsensansoscnses 2g
EXTrait de vIande...o.ovveininiieiiiiieiiiiieiiiiieriiisesaisesesasessssnssssssnssssssnssssssns 10g
) 1] 1) 1 59
GIUCOSE. . e ueiiniiniiiiiiiiieiiiiietiaiintieatintossosstsssossssnsossssnsonssssssnsossssnssnsosnses 209
1 ) 59



