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Résumé

Ce travail porte sur I'étude in vitro de de la mofimie et des activités antioxydantes,
antifongique et antibactérienne des extraits qotétolées a partir de la plante médicinale de la
flore du Sahara algérienne (la région de Bechadeetl’Abiodh sidi cheikh) : Citrullus
colocynthis (L.) Schard, une plante aromatique irtgrde et largement utilisé dans la médecine
traditionnelle.

Les extraits duCitrullus colocynthisdes deux régions ont été effectués comme suitraiext
hydro- méthanolique (EM) des fruits par macérapanun rendement de 11.3 % pour la région
du El Abiodh Sidi Cheiks2) et de 10.75 % pour la région de Bécharet décoction par une
rendement de 19.96 %) , et 22.86%0s) ; hexanique : 15.7%s2) et 16.1%osg) ; I'extrait
d’'acétate d’éthyle : 10%s2) et 13% s) . Les tests phytochimiques et des dosages en
polyphénols totaux ont permis de détecter la pEsemles alcaloides, substances
polyphénoliques (flavonoides, tanins, anthocyargshones, coumarines, stérols et triterpenes,
et les composeés réducteurs. Aussi, la séparatisrexigaits par chromatographie sur couche
mince des extraits montre qu’ils contiennent déf@mintes classes des alcaloides, et présentent
certains flavonoides. Les extraits méthanoliqueslad€. colocynthisest majoritairement
composes des stérols et des triterpenes.

Les activités biologiques étudiées consistent :détermination des CMI sur milieu liquide de
I'EM de deux régions vis-a-vis 14 souches bactéesrde références. Les CMI obtenues vis-a-
vis des bactéries testées sont comprises entreeBZE mg/ml. Les résultats obtenus indiquent
queB. cereugqu’était la plus sensible parmi nos souches testées une valeur égale a 3.25
mg/ml pour 'EMgz2) et de EMog). Par contreC. fetus E. coli, K.pneumoniaesont les plus
résistantes vis-a-vis I'extrait Ep4) et pour I'extrait de EMg) C. fetus E. coli, C. freundii
représentent les souches les plus résistantes [g@souches testées.

L’effet antifongique des ERd) montre quAspergillus flavuset F. oxysporunont été les plus
sensibles vis-a-vis I'extrait et la souche la ptasistance esR.stolonifer Cependant, pour
I'EM (0s) la soucheF.oxysporumest la souche la plus résistance. Les soué¢heBavus et
A.niger, A. ochraceu®t R.stolonifersont moyennement sensible a I'extrait. L'EM(32)xareé
un fort effet inhibiteur vis-a-vis C.albicansIiP444 etC.albicans10231. Par contre, pour les
mémes concentrations Ed¥) exerce un effet inhibiteur faible vis-a-viC:albicansIP444 et
C.albicans10231. La détermination des CMI sur milieu géloss @xtrait qui a été rendu
efficace vis-a-vis la croissance des souches dsissares testées (pour les EM@get (32)) :
Rhizopus stolonife(53.85%),(61.54%), Aspergillus niger (32.50%),(304), et Aspergillus
flavus (46%),(60%) et F.oxysporum (46%),(46%) respement, & une concentration de
(5mg/ml).

L'étude de l'activité antioxydante des extraiteyantré un pouvoir de piégeage du radical libre
DPPH avec une IC50 a une concentration de 0.98 @Mos) et de 1.1 mg/ml (EM).
L’activité réductrice est proportionnelle avec Egmentation des concentrations de I'extraits
dans lesquelles les extraits méthanoligise et de (os) testés possédent une capacité dose
dépendante a réduire le fer. L’essai de la cytottixide I'EM (32) et (0g) Vis-a-vis les globules
rouges présentent un effet cytotoxique, les estréd@istés ont montré une forte activité
hémolytique avec des pourcentages supérieurs ®dr¥, ils ont d’'une trés forte toxicité

Mots clés : Citrullus colocynthis, Extrait méthanolique, tegibytochimique, dosage des
polyphénols, Activit¢ antibactérienne, Activité iémgique, Activité antioxydante
chromatographie sur couche mince, Cytotoxicité.



Abstract

This work focuses on the in vitro study of the mtytemical and antioxidant, antifungal and
antibacterial extracts which being isolated from thedicinal plant of the Algerian Sahara flora
(the region of Bechar and Sidi Abiodh Sheikh): dltrs colocynthis (L.) Schard an important
aromatic plant and widely used in traditional meuic

The excerpts from Citrullus colocynthis of the tregions have been made by : hydro-methanol
extract by maceration ( yield 11.3% ) for the froitthe region of El Abiodh Sidi Shejk) and

for the fruit of Bechagts) 10.75% and for the décoction (yield of 19.96%p) and 22.86%os).
hexane 15.7%s2) 16.1%0sg); for the extract ethyl acetate 1Q9% and 13%os) . Phytochemical
tests and the dosages of total polyphenol are atlote detect the presence of alkaloids,
polyphenolic substances (flavonoids, tannins anthoins) the Quinones, Coumarins Sterols
and triterpenes, reducing compounds. The Separatihgthe extracts by thin layer
chromatography shows that they contain differeras<l of alkaloids, and have certain
flavonoids. The methanolique extracts of C.colobigmtis mainly composed of sterols and
triterpenes.

The biological activities Studied consists : a deiaation of (MIC) on liquid medium of ME of

2 the regions against 14 referenced bacterialnstraiThe obtained MIC against the tested
bacteria are between 208 and 0.40mg / ml. The teegudicate thaB. cereuswas the most
sensitive among our tested strains with a value3.@bmg / ml for the MEz2) and (os).
ContrariwiseC. fetus E. coli, K. pneumonia@are the most resistant to the extrggtand to
extracts) C. fetus E. coli, C. freundiiare represent the most resistant strains amontgps$ted
strains.

The antifungal effect of MEz2) shows thatAspergillus flavusand F. oxysporumwere more
sensitive against the extract and the most resistaain isR.stolonifer ME (0s) against thd-.
oxysporumstrain the most resistant strainé.. flavusstrains andA.niger, A. ochraceusand
R.stoloniferare middling sensitive to the extract. The Mgk exerted a strong inhibitory effect
against C. albicans IP444 andC. albicans 10231 with high sensitivity in the (MIC)
approximately 104 mg / ml respectively. Contrarevist the same concentrations of Mk
exerts a weak inhibitor again€l. albicanslP444 andC. albicans10231 at the concentration of
104 mg / ml. The determination of MIC on agar mediof the extract that was made effective
against mold's tested strains growth (for Mms) and (2): Rhizopus stolonifer
(53.85%),(61.54%)Aspergillus Nigen32.50%),(30.77%), andspergillus flavug46%),(60%)
andF.oxysporum(46%),(46%), respectively, at a concentrationsofg / ml)

The study of the antioxidant activity of the extsashowed a trapping power of free radical
DPPH with an IC50 at a concentration between 0.98/ml sy and 1.1mg / miz2). The
reducing activity is proportional with the increaedghe concentrations of the extracts in which
the methanol extracts testggl ands) has a dose ability dependent to reduce iron.

The test of cytotoxicity of MEs2) and sy against the red blood cells have a cytotoxic é&ffec
tested extracts showed strong hemolytic activitthypercentages greater than 4% So they have
very high toxicity.

Key words : Citrullus colocynthis, Methanol extract, Phyteatical tests, The dosages of total
polyphenol, Antibacterial activity, antioxidant maty, antifungal activity, Thin layer
chromatography, Cytotoxicity.
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Introduction générale

De part sa situation géographique particulierd)gérie bénéficie d’'une gamme tres
variée de climats favorisant le développement d'fioee riche et diversifiée a laquelle
s'ajoute une tradition d'utilisation des plantesa Effet, le territoire Algérien couvre
d’'importantes ressources végétales réparties sucdtes, les plaines, les montagnes, la
steppe, le Sahara. Ces ressources naturellesngoottantes pour 'économie algérienne et
pour le maintien de I'équilibre écologique de lagioh. La recherche de nouvelles
molécules doit étre entreprise au sein de cettdilmBosité végétale en se servant de
données ethno-pharmacologiques. Cette approcheepeatm sélectionner des plantes
potentiellement actives et d’augmenter significatient le nombre de découvertes de
nouveaux principes actifs, qui pourraient aideréaoudre le probléme croissant de la
résistance microbienne et la cancérogénicité ddditifad alimentaires synthétiques

actuellement disponibles dans le commerce.

Actuellement, les scientifiques favorisent le dépglement d’'une nouvelle génération de
substances antimicrobiennes et/ou antioxydantagiber végétale pour remplacer celles
de synthese. De méme, un certain nombre de sedtelustriels se tournent de nouveau
vers l'incorporation de ces molécules aux carastigries biologiques intéressantes dans
leurs formulationgTaviano et al, 2013).A cet effet, des études scientifiques s’intéreissen
a la phytochimie et aux activitées des extraits dentps, dans le but d’élargir les
perspectives de valorisation des produits natyfik et al, 2008; Ksouriet al., 2012;
Larbat et al, 2012 Haddouchi et al.,2013; Tavianoet al.,2013).

La région sud de notre pays, méme s’il est dégexrtet doté d’un climat sec, renferme des
régions spécifiques qui possedent des variétésamep, surprenantes par leurs aspects et
par leur pouvoir d’adaptation .on en dénombre iplus espéces endémiques. Dans ce
contexte, et dans le but de la valorisation déoleflocale, nous nous sommes intéressés a
'étude des activités biologique d'une plante enidgie du Sud Algérien. Citrullus
colocynthisde deux régions difféerentes de la région du BeniiOdm la willaya Béchar

et El Abiodh Sidi Cheikh de la willaya El Bayadh

Cette étude comporte trois parties :
La premiere partie est consacrée a une synthBkedoaphique ;

« Le premier chapitre nous étudierons les généraiiétes métabolites secondaires.
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Introduction générale

+ Dans le deuxiéme chapitre, est consacré a présenpante médicinale étudiée
citrullus colocynthis.
+ Dans le troisieme chapitre, nous passerons en tegygincipales activités

biologiques des extraits végétaux.

La seconde décrit la partie expérimentale :

Le matériel végétal a été récolté dans deux régiififerentes la région du El Abiodh sidi

cheik de la wilaya d’El Bayadh et 1&f2¢ est Béni Ounif de la wilaya de Béchar.

Nous avons extrait les extraits par deux méthodiéferentes : macération et décoction a

I'aide des solvants du différente polarités.

Aussi, nous avons caractérisé ces extraits en csitigpo chimique. Les extraits, qui se
sont montreés les plus actifs, ont été analyséslpamatographie sur couche mince, ainsi,

leurs taux en polyphénols a été déterminé.
Ensuite, nous avons évalué les activités biologiquevantes :

« Détermination des concentrations minimales inhides (CMI) par la méthode des
micro-dilutions sur milieu liquide vis-a-vis sep{7) souches fongiques ainsi que
quatorze (14) souches bactériennes de références.

+ Détermination des concentrations minimales inhideg (CMI) par la méthode des

micro-dilutions sur milieu solide vis-a-vis quafr® souches fongiques

% Evaluation de I'activité antioxydante de nos exsrgiar deux méthodes : Piégeage
du radical DPPH" et pouvoir réducteur du fer

% Etude de la cytotoxicité des extraits vis-a-vis dgythrocytes.

La troisieme est consacrée aux résultats et askeussion. Ce travail s’acheve par une

conclusion générale et des perspectives
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Chapitre | : Généralités sur les métabolites sadaires Partielidiographique

De nos jours, l'utilisation des plantes médicinaasphytothérapie a recu un grand intérét dans
la recherche biomédicale et devient aussi impatapte la chimiothérapie. Les plantes ont
toujours été une source riche de médicaments pauéeles produisent une gamme de
molécules bioactives, dont la plupart jouent prodaient le réle de défense chimique contre de
prédateurs ou des agents infecti¢Brnall & Catling, 2000), comme métabolites secondaires,
les huiles essentielles interviennent dans plusidomainesLes métabolites secondaires sont
produits en trés feible quantité, dont plus de PO0OMolécules ont été identifiées. Classés selon
leur appartenance chimigue en composés phénoligloadoides et terpenoidédmas, 1997).

Ces métabolites secondaires ont des fonctiondrngsrtants pour la survie et la propagation
des plantes qui les produisent, comme signaux guiepipour défendre leur producteur contre
les herbivores et les pathogenes, comme ils paetiti a des réponses allélopathiques
(compétition entre les plantes pour la germinata&ncroissance). Certains assurent une
protection contre les radiations solaires et d@aetncore facilitent la dispersion du pollen et des
graines(Jeaunet al.,2005).Les métabolites secondaires sont aussi tres é&plpar 'lHomme
dans les différents domaines : dans le domain@aiudis comme colorants et ardbmes, dans le
domaine agricole comme herbicides et dans le damaigdicinale comme antibiotiques,
antioxydants, drogues.....et¢Bfuneton, 1993 ); (Krief, 2003].

| .Présentation générales des métabolites secondair
[.1.Définition :

Le terme «métabolite secondaire», qui a probabléerégn introduit par Albrecht Kossel en
1891, est utilisé pour décrire une vaste gammedgosés chimiques dans les plantes, qui sont
responsables des fonctions périphérique indirectermesentielles a la vie des plantes. Telles
que la communication intercellulaire, la défensa, régulation des cycles catalytiques
(Guillaume, 2008).

Les métabolites secondaires (SM) sont présentstdates les plantes supérieures, et ayant une
répartition limitée dans I'organisme de la plabtent plus de 200.000 structures ont été définies
(Hartmann, 2007) et sont d’une variété structurale extraordinaisgsnsont produits en faible

guantité. Ces molécules marquent de maniére olgjinae espece, une famille ou un genre de

plante et permettent parfois d’établir une taxoreahimique.
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Chapitre | : Généralités sur les métabolites sadaires Partielidiographique

Il. Classification des métabolites secondaires :

On peut classer les métabolites secondaires engrands groupes : les composés phénoliques,
les terpénes et les alcaloides. Chacune de ceseslasnferme une trés grande diversité de
composeés qui possedent une tres large gamme d&gtan biologie humaingKrief, 2003),
(Havenet al,.2000)].

[I.1.Les composés phénoliques :
[1.1.1.Définition :

Les composeés phénoliques ou les polyphénols (pp)des produits du métabolisme secondaire
des plantes, depuis les racines jusqu’aux fruggjus signifie qu’ils n'exercent pas de fonctions
directes au niveau des activités fondamentale®dgahisme végétal, comme la croissance, ou
la reproduction(Fleuriet, 1982) ; (Yusuf, 2006)].

Les polyphénols sont des produits de la condemsdgomolécules d’acétyl-coenzyme A et de
phénylalanine. Cette biosynthese a permis la faomat'une grande diversité de molécules qui

sont spécifiques d’'une espéce de plante, d’'un ergard’un tissu particulair@khili, 2009).

lIs ont largement distribués et comportant au md@®0 structures connues différentes
(Bahorun, 1997).Ces corps jouent un rdle fondamental car sontétiments importants de
qualités sensorielles (couleur et caractéres otgptiques) et nutritionnelles des végétaux, tels
que les Iégumes, les fruits, les céréales ou les fsecs, ainsi que dans les boissons, le café, le
cacao ou le thé. Une alimentation équilibrée fduai’lHomme environ un gramme de
polyphénols chaque jour, soit dix fois plus que ud@amine C et 100 fois plus que de

caroténoides ou vitamine(Ecalbertet al, 2005).
[1.1.2.Structure chimique :

La structure chimique des polyphénols est comparabltous les polyphénols. lls sont
caractérisés par un ou plusieurs noyaux aromatifquésoxylés. Les polyphénols sont classés
en différents groupes en fonction du nombre de moyaomatiques qui les composent et des

substitutions qui les relieanallah, 2012).
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OH

Figure n°01 :Groupe phénol sité péManallah,
2012).

[1.1.3.Biosynthése des polyphénols :
La biosynthese des polyphénols se fait par deussvoiincipales qui sont :
1. La voie de I'acide shikimique :

Dans cette voie, I'érythrose 4-phosphate et le phodnol pyruvate sont produits par les
hydrates de carbones lors de leur dégradatiorapanié des pentoses phosphate et la glycolyse,
respectivement. Ces derniers sont a l'origine desposés phénoliques C6-C1 formant les
tannins hydrolysables et de la chalcone qui estdéécule de base de tous les flavonoides et
tannins condenséfqaslam, 1994) ; (Dewick, 1995)].

Aussi, il est intéressant de préciser que la tyest la phénylalanine dérivent de cette voie
métabolique. En effet, ces deux acides aminés destintermédiaires métaboliques entre

I'acide shikimique et I'acide cinnamiquéHaslam, 1994) ; (Dewick, 1995)].
2. Voie de l'acétate :

La voie de l'acétate conduit (origine de ces polyles poly R-coesters (polyacétates) de
longueur variable, menant par cyclisation a despms®@s polycycliques tels que les dihydroxy-

1,8 anthraquinones ou les naphtoquinonBeufieton, 1999 ); (Naczk et Shahidi2004)].

De plus, la diversité structurale des composés pp@goliques due a cette double origine
biosynthétique, est encore accrue par la possibiliine participation simultanée des deux
voies (du shikimate et de l'acétate) dans I'élaibmmade composés d’origine mixte, comme les
flavonoideqgMartin et Andriantsitohaina, 2002).
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Hydrates de carbone

Vole des Pentoses Glhycolyse

Erythrose4 -P P-énolPyruvate

Acide gallique Acide shikimique
1 c ; NED
Tyrosine Phénylalanine
TANNINS
HYDROLYSABLES m : g s
Acide cinmamique
CHALCONES

FLAVONOIDES

ANTHOCYANES

TANNINS CONDENSES

Lipides

Ackde gras

p-oxydation

Acétyl CoA
3 MalonyiCoA

Cyclisation

Polyéaykétone

Figure n°02 Représentation des voies de biosynthese deshmigis(Akroum, 2011).

I1.2.Classification des polyphénols :

On distingue les acides phénoliques (phénols sehples flavonoides, les lignanes, les

stilbénes, les coumarines et les tannii@dmbitza, 1985) ;( Harborne, 1980) ; (Goodwin,

1988) ; (Porter, 1989); (Boros, 2010)].

[I.2.1.Les acides phénoliques :

Ces composés sont dérivés de deux sous groupawgydés : Les acides hydroxycinnamiques,
dont les plus abondants sont I'acide caféiquejd&adérulique, I'acide chlorogenique, et les
acides hydroxybenzoique, mais les plus répandusl’acite salicylique et I'acide gallique. Ils

sont contenus dans un certain nombre de planteokeg et médicinales et présents chez toutes

les céréalegLaraoui, 2007).
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[1.2.1.1.Acides hydroxycinamiques :
1. Acide ferulique :

L’acide ferulique est identifié dans les grainsrd& mais, mils, avoine, seigle, blé, riz. Cet
acide a comme principale propriété biologique,féefantioxydant (Hahn et al., 1983) ;
(Andreasen etal., 2000); (Zhou etal., 2004); (Kim etal., 2006)].Leur structure chimique est
montrée danda figure n°03.

HACO
3 N~ oH

HO

Figure n°03 : Structure d’acide feruliqu@enaissa, 2011).

2. Acide caféique :

L’acide caféique est un composé naturellement ptédans toutes les plantes (mais, mils,
avoine, seigle, ble, riz). $uba etal., 2002) ; (Zhou etal., 2004 ); (Kim etal., 2006)]ll
intervenant dans la synthese de la lignine (mo&farimant les parois des cellules végétales). Il
a des propriétés, antitumorales, antivirales, adigalaires et anti-inflammatoires, il a été
employé comme antioxydant naturel pour inhiber yaation des lipides de poisson dans les
matrices alimentaireC{unha, etal., 2004).Leur structure chimique est montrée ddadigure
n°04.

HO

HO

Figure n°04: Structure d’acide caféique pafNkhili,
2009).
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11.2.1.2.Acide hydroxybenzoiques :
1. Acide gallique :

L’acide gallique est abondant dans le mils, rizgho[(Hahn et al, 1983); (Suba etl, 2002) ;
(Zhou et al, 2004)]. Cet acide présente une trées grande activité armtaoxg (Smith et
Kramer, 1999). Leur structure chimique est montrée dans la éigsumivante.

Figure n°05 : Structure d’Acide galliquepar (Akroum,
2011).

Il .2.2.Les flavonoides :

Le terme flavonoide (de flavus, «jaune>> en latils)constituent des pigments responsables des

colorations jaune, orange et rouge de différergames végétauHavasteen, 2002).

Ces diverses substances se rencontrent a ladiessferme libre (aglycone) ou sous forme de
glycosides. On les trouve, d’'une maniére génédans toutes les plantes vasculaifedund,
2004), ou ils peuvent étre localisés dans divers orgaraeine, tiges, bois, feuilles, fleurs et

fruits et ils jouent un réle important dans la prtion des plantg8runeton, 1993).
[l .2.2.1.Structure des flavonoides :

Flavonoide, est un terme générique pour des cormpmEses sur un squelette a 15 atomes de
carbone qui fait de deux cycles phényles C6, letesyA et B, connectés par un pont a trois

carbones (structure en C6-C3-C6). Ce dernier &gt sntre les cycles A et B est communément
cyclisé pour former le cycle C (cycle centrale)slagomes de carbone dans les cycles C et A
sont numérotés de 2 a 8, et dans le cycle B dé'ZFigure ci-dessous)Bruneton, 1999).
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Figure n°06 : Structure de base des flavonoides (i2acosta,
2003)

Les composés de chaque sous-classe se distingarele pombre, la position et la nature des
substituants (groupements hydroxyles libres, méthydu glycosylés) sur les deux cycles
aromatiques A et B et le cycle central C. les ffavdes peuvent étre divisés en différentes
classes : anthocyanidines, flavonoles, isoflavas)dlavones, isoflavones, flavanes, isoflavanes,
flavanols, isoflavanols, flavanones, isoflavanoataurones Havsteen, 2002 ); (Edenharder

et Grinhage, 2003)]guelque classes sont cités dans le tableau n° 1.
II.2.3.Les lignanes :
1. Définition :

Le terme lignane a l'origine présenté par HawerilL936. Les lignanes sont les dimeres des unités
de phenylpropane (C6 C@enarous, 2009).

La distribution botanique des lignanes est largigsipurs centaine des composés ont été isolés dans
environ soixante-dix familles .Chez les gymnospesniie sont surtout rencontrés dans les bois
alors que chez les Angiospermes, lls ont été dérbdans toutes les parties des plantes : les

racines, les feuilles, les fruites est les gra{iMisioun, 2011).
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o
HO < 740 OH

N\ 2 N

Figure n°07 : Structure des lignanggr (Midoun, 2011)
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Tableau n°1 :présente quelques classes distinctes des flavan@dbebcir, 2008).

Classe Formule source propriété
flavanols O raisins, Thé, cacao | -Antioxydants naturels
O © -anticancéreuses
flavanones Les Agrumes : orange,-neutralisation des radicaux libres.
55 citron, pamplemoussé,-amélioration de I'absorption de la
! mandarine, orangevitamine C.
: 5 4 amere - la prévention des cancers de| la
& peau.
Isoflavones Soja -phytoestrogéniques.
- Source de phytoestrogenes.
flavonols Oignon, pomme, antihistaminique, antioxydante.
brocoli, fruits rouges | anti-inflammatoire et
- antihistaminique, anti-
inflammatoire et antioxydante.
- Isorhamnétine : propriétés
antioxydante.
anthocyanes Myrtille, mdre, raisin| la lutte contre le vieillissement
noir, aubergine} cellulaire en améliorant I'élasticité
prune... et la densité de la peau.
g “o - Présente comme des couleurs
Si brillant dans les fruits et lds
légumes.
- antiseptiques urinaires.
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Les lignanes sont répartis en huit groupes stragtuclassés selon le mode d’incorporation du
(ou des) atome (s) d'oxygéne dans le squeletteonarket selon le type de cyclisation
(Umezawa, 2003).

Ces groupes sont: les furanofuranes, les argligtss, les furanes, les arylnaphtalenesles-,di
benzylbutanes, les dibenzocyclooctadienes, les ndifleutyrolactones, et les
dibenzylbutyrolactols Selon plusieurs chercheurVicRae & Towers, 1984), (Charlton,
1998) (Fauré etal., 1990) ; (Saleem eal., 2005) ; (Cos etl., 2008) ; (Pan etal., 2009) ;
(Yousefzadi etal., 2010)], les lignanes montrent plusieurss activités biajogs, antivirales,

anticancéreuse, antimicrobienne et antioxydante.
Il .2.4.Les coumarines :
1. Définition

Les coumarines tirent leur nom de « coumarou », remaculaire de feve tonk®ipterix
ordorota Wild., Fabaceae) dont les féves contiennent 1 a8%oumarine, d’ou fut isolée en
1982(Bruneton, 1993).

Le squelette de base des coumarines est consétdéuk cycles accolés avec neuf atomes de
carbongFord et al., 2001).Le squelette est montré dans la figure suivar@®@ n°

Dipterix ordorota Figure n°08 : Squelette de base des coumarines (Pgemoui,
2012).

2. Classification des coumarines Les coumarines sont substituées par un hydroxylplas!

sur les six positions disponibles. La majorité deamarines sont substituées en C-7 par un
hydroxyle. Selon la nature des substituant suslstructures. On peut classer les coumarines en
cing catégories : (uignard, 1998 ); (Deina efal., 2003 ); (Booth etal., 2004)].
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Tableau n°02: les cing catégories des coumarines et leurvAé€s biologiques et intéréts

pharmacologiques(Booth etal., 2004).

R intéréts
Classe Caracteres sous classes .
pharmacologiques
Coumarines possedent des Les génines ex : Fraxétol | -anti-agrégation
Simples Substitutions (OH ou (R1 : OcH3 -R2 : OH - R3 :| plaquettaires

(Harkati, 2011).

OCH3)en 6 et 7.

OH) (Djemoui, 2012).

-anti-inflammatoire
-anticoagulante.

Les hétérosides

ex :Fraxoside (R1 :OcHS3 -
R2: O-Glu- R3: OH)
(Djemoui, 2012).

- anti tumorale
- diurétiques

- antivirale

- analgésique

Furanocoumarines
(Harkati, 2011).

elles dérivent
condensation

isopronoides en Cf
sont liposolubles

pPa

rLes Furanocoumarine
lineaires :
b, dérivant de la molécule o
psoraléne.

santibactérienne,
les coumarines sof
eefficaces contre le
bactéries a Gran

Jles Furanocoumarines
angulaires ; basées sur la

positif (Cottiglia et

Pyranocoumarines
(Harkati, 2011).

la fusion d'un
hétérocycle pyran
avec la coumarine

structure de I'angélicine.

soit dans le prolongeme
eforme linéaire : le

xanthylétine

soit dans le prolongeme

forme angulaire : le

séseline.

al., 2001 ; Laure,
2005 :; Khan et
al.,2005).

Nt

Nt

)

Dicoumarines
(Harkati, 2011).

la liaison de deux
unités coumarinique
simples. :
Edgeworthine
Daphnorétine

Tricoumarines
(Djamila, 2012)

I'union de trois
unités coumarique
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3. Toxicité des coumarines :

La coumarine n’est pas toxique en soi, elle pexg ébnvertie par les champignons, en une
toxine qui est le dicoumarol qui est typiquemeréspnt dans le foin moisi ; chez le bétall, le
dicoumarol provoque des hémorragies fatales erbamtila vitamine K qui est un facteur de
coagulation du sang$chorderet, 1992) ; (Repcak etl., 2001); (Khan etal., 2005)].

Il .2.5.Les tannins :
1. Classification :

Les tannins sont des macromolécules qui se diviselun leur structure en deux groupes
distincts. Les tannins hydrolysables et les tancmsdensés [ueller-Harvey et Mc Allan,
1992); (Bruneton, 1999); (Hagerman, 2002 Comme leur nom lindique, ces substances
s’hydrolysent facilement en milieux acides et alabu sous 'action d’enzymes (telle que la
tannase), pour donner des glucides et des acidemlduegLeinmdller et al.,1991).

1.1. Les tannins galliquegpossedent un acide gallique

1.2. Les tannins éllagiquesnt un acide hexahydroxyphénique.

_ -
T A o

= i OH
i "'I o P - ] HO OH
= ’ o S
. - l""l...--—"'-—--ﬂ__ e L 4
[=1E | | o -
HIT R O d o / OH

e HI [a 1] O

Figure n°09: Structures de l'acide gallique et d'un tannin gadipar (Bruneton, J.,
(1999).

2. Effets bénéfiques des tannins :

Les tanins peuvent exercer des effets nutritionp@fiqgues chez les ruminants qui en
consomment des taux modérés. Plusieurs étudesrsagigee la présence des tanins condensés
a un seuil inférieur a 6% est avantageuse et inshéitamélioration des performances animales,

croissance et rendement en viande et erjBaitry et al.,1986).
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La précipitation des protéines par les tanins getéees microorganismes du rumen de leurs
effets déléteres. Les tanins ont également un poaatrisant car ils favorisent la régénération

des tissus en cas de blessure superfidiBlenet, 2008).

Les tannins sont aussi un moyen de défense castr@gressions des prédateurs tels les insectes
et les mammiféres herbivore¢Mueller-Harvey et Mc Allan, 1992) ; (Woodward et
Coppock, 1995); (Feuchet al.,1997)].

I1.3. Les alcaloides :
1. Définition :

Un alcaloide est une substance organique azotégyid® végétale a caractere alcalin et

présentant une structure moléculaire hétérocyclgmeplexe Badiaga, 2011).

Chez de nombreuses plantes, les alcaloides sésttadlans les piéces florales, les fruits ou les
graines, ces substances sont trouvées concentrgedesd vacuolerief, 2003). Ce sont des
composeés relativement stables qui sont stockés bEnglantes en tant que produits de

différentes voies biosynthétiqu@dauro, 2006).
2.Propriétés des alcaloides :

Les alcaloides sont caractérisés par une soluliditde dans I'eau, facilement soluble dans
I'alcool et peuvent donner des colorations spégégjavec certains réactifs (réactifs de Mayer,
de Dragendorf, deWasicky, de Bouchardat). lls ex@reen générale de puissante action
pharmacologique. Les alcaloides ayant des massk&cutaires trés variables de 100 a 900
g/mol. La plupart des bases non oxygénées sonidégua température ordinaire celles qui
comportent dans leur formule de I'oxygene sont si@gles cristallisables, rarement colorés
(Rakotonanahary, 2012).

3. Structure des alcaloides :

La plupart des alcaloides sont dérivés d’acide amiels que le tryptophane, I'ornithine, la
lysine, l'asparate, I'anthranilate, la phénylalaniet la tyrosine. Ces acides aminés sont
décarboxylés en amines et couplées a d’autresettpsecarbonéyril, 2001). On divise les

alcaloides en trois genres :
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3.1. Les alcaloides vrais :

Les alcaloides vrais sont toxiques et disposem thnge spectre d’activités biologiques. lls
dérivent d’acides aminés et comportent un atomeotéadans un systeme hétérocyclique. lls
sont présents dans les plantes, soit sous forme, l#oit sous forme de sel, soit comme N-
Oxyde.(Badiaga, 2011).

3.2. Les pseudo-alcaloides :

Les pseudo-alcaloides présentent le plus souvetdstdes caractéristiques des alcaloides vrais,
mais ne sont pas des dérivés des acides am{Bésliaga, 2011).Ce sont des dérivés
d’isoprénoides (alcaloides terpéniques) et du mésabe de l'acétate(Rakotonanahary,
2012).

3.3. Les proto-alcaloides :

Les proto-alcaloides sont des amines simples ¢artte n'est pas inclus dans un hétérocycle,
ilIs ont un caractére basique et sont élaborésvo a partir d’acide aminé. lls sont appelés «
amines biologiques » et sont soluble dans I'éBadiaga, 2011) En pratique, il est admis que
ne sont pas des alcaloides : les amines simpk$§étalaines, les peptides, les acides aminés,
les amino-sucres, les porphyrines, les alkylamigtekes arylakylamines.R@kotonanahary,
2012).

4. la biosynthése des alcaloides :

L’origine des alcaloides vrais remontent aux acatemésprécurseurs entre autres : La lysine,
la phénylalanine, la tyrosine, l'acide anthranigul’acide nicotinique, [I'histidine, le
tryptophane, I'ornithindMauro, 2006).

5. Le ROle des alcaloides :
5.1. Effet pharmacologique :

Les alcaloides affectent chez [I'étre humain le é&yst nerveux particulierement les
transmetteurs chimiques tels I'acétyl choline, porephrine , acide 3 aminobutyrique (GABA),

dopamine et la serotonind&ddiaga, 2011).
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D’autres effets pharmacologiques sont attribuédeégent aux alcaloides telles que I'effet
analgésique (cocaine), anti-cholinergique (atrgpinanti-malaria (quinine), antitussive
(codéine), stimulant centrale (caféine), dépressaatdiaque et diurétique narcotique

(morphine), anti-tumeur et sympathomimétique (éphéjl Badiaga, 2011).
5.2. Effet sur la plante :

Les alcaloides tout d’abord, ont des effets bénéfcsur la plante synthétisante, parmi ces effet,
selon DA CONCEICAO en (2010), ils régulent la csaisce et le métabolisme interne des
végétaux, ils désintoxiquent et transforment ldsstances nocives au végétal, ils Protegent la
plante contre les rayons ultraviolets comme ils &g effets contre les herbivor@dauro,
2006).

II.4.Les terpenoides :
1. Définition :

Le terme terpene inventé pg&ekulé, vient de leur origine historique de l'arbre deetenth : «
Pistacia terebinthus gAyad, 2008).

Le terme de terpénoide est attribué a tous les os@sppossédant une structure moléculaire
construite d'un monomere a 5 carbones appelé isefidalecky, 2005).

2. Structure des terpenoides :

Les terpénes sont des hydrocarbonés naturelsrudguse soit cyclique soit a chaine ouverte :
leur formule brute est @lx) n dont le x est variable en fonction du degré@stauration de la
molécule et n peut prendre des valeurs (1-8) sans$ ¢es poly terpénes qui peut atteindre plus

de 100 (le caoutchouc). La molécule de base sspliene de formulesBs.

Le terme terpénoide désigne un ensemble de substamésentant le squelette des terpenes
avec une ou plusieurs fonctions chimiques (alcatdehyde, cétone, acide, lactone, etc.)
(Malecky, 2005 .Benaissa, 20)1
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Figure n°10: structure de base de I'isopréne g&henaka, 2011).

3. Classification des terpenoides :

La classification des terpenoides est basée sunonebre de répétitions de l'unité de base
isoprene en donnant des hémiterpenes (C5), moroiesp (C10), sesquiterpénes (C15),

diterpenes (C20), sesterpenes (C25), triterpen@9)(Qetraterpenes (C40) et polyterpenes

(Mebarki, 2010). Le tableau n°03 présenté quelque exemple desrdlt®e types de

terpenoides.

Tableau n°03 :Différents classes de terpenoides avec quel@eibache, 2002

Squelette
carboné

Type de
terpenoides

description

exemple

C5

Hemiterpene

ayant une formule de C5 ramifiée
(Malecky, 2005).

seul I'isopréne

qui a toutes les
caractéristiques
biogénétiques des
terpenegLoomis
et Croteau,

1980

C10

Monoterpéne

-terpénes dont la majorité est rencontre
dans 90% les huiles essentiellagdd,
2008).

-Ce sont des molécules légeres, tres p
fonctionnalisées, tres odorantes, la
plupart ont des activités biologiques
reconnuegBelbache, 2003)ll existe 3
catégories structurelles :

les monoterpénes linéaires (acycliques).

les monoterpénes avec un cycle uniqu
et ceux avec deux cycles et tricyclique
(Malecky, 2005 ;Belbache, 2003).

s@Nérol, citronnelle,
huiles essentielles
(Allen et al.,

eu

o

[}
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3 | C15 Sesquiterpeneles sesquiterpenes forment une Les
série de composés qui renferment sesquiterpénes et
15 atomes de carbones, ils se les
trouvent sous forme d’hydrocarbures | g -Cadinéne
comme lej - CadinengBelbache, (Belbache, 2003)
2003)ou sous forme d’hydrocarbures | les alcoolgAyad,
oxygénés comme : les alcools, les 2008).
cétones, les aldéhydes, les acides
et les lactones dans la nature.

4 | C20 Diterpéne Les diterpénes sont des substances | ils peuvent étre
avec 20 atomes de carbone (C20) monocycliques
élaborées a partir de 4 unités d’isoprenepmme la vitaming
ils se forment a partir de leur précurseurA, bicycliques
le géranylgéranyl-pyrophosphate comme le sclaréol
(GGPP)(Malecky, 2005) (Loomis et
ou tricycliques comme l'acide Croteau, 1980 ;
abiétique Belbache 2003 ;

Malecky, 2005).

6 | C30 Triterpéne Les triterpenes sont des molécules | Le lanostérol qui
a 30 atomes de carbone. Ils ont commeest ensuite
précurseur le squaléiiBelbache, 2003).| transformé en

cholestérol, c'est
de plus un des
constituants de la
graisse de la laine
de mouton
(Klaas, 2002 ;
Belbache, 2003).

8 | C40 Tetraterpéne | Les Tetraterpenes contiennent une Les tétraterpénes
longue chaine de 40 atomes de carbonéss mieux connus
a doubles liaisons conjuguées de sont les
configuration « trans » dont les caroténoides.
extrémités sont des chaines ouvertes 0Ayad, 2008)
des cyclegAyad, 2008).

>8 | >40 Polyterpéne Les polyterpenes ou Caoutchouc
polyisoprénes se composent de (Loomis et

plus de 8 unités d’isopréne.

Croteau, 1980)
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De nombreux chercheurs ont été intéressés pamlapases biologiqguement actifs isolés des
extraits de plantes. Cette matiere végétale cantiergrand nombre de métabolites secondaires,
qui ont des intéréts multiples mis a profit damsdustrie, en alimentation, en cosmétologie et
en dermopharmacie, ces composés sont repartiesigelasse, les polyphénoles, les alcaloides
et les terpenoides, sont actuellement utilisés ocendes médicaments ou des suppléments

alimentaires pour guérir ou prévenir diverses niatad
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Dans le monde, de nombreux pays font appel a lacaowgg traditionnelle pour répondre a
certains de leurs besoins en soins de santé pem@air Afrique, la médecine traditionnelle
constitue le premier recours pour prés de 80% gepalation. La médecine traditionnelle peut
étre définie comme un ensemble de savoirs, de @@ames, de pratiques explicables ou non,
de techniques de préparation et d'utilisations destnces d’origine végétale, animales ou
minérales OQMS, 20032. Plusieurs études ethnopharmacologies ont élisééa dans la région
du Maghreb, dont la population est reconnue paatye de plantes médicinales, montrent la
diversité des plantes médicinales. Elles étaienileyées pendant des siecles comme remedes
pour les maladies humaines. Récemment, le déveailoppede la résistance microbienne aux
antibiotiques disponibles ainsi que les effets sdaoes négatifs infligés par les drogues
modernes ont mené les chercheurs a étudier Ictantimicrobienne des plantes médicinales
(Garnero, 1991)

Les substances naturelles issues des végétauxesnintéréts multiples mis a profit dans
I'industrie, en alimentation, en cosmétologie etphiarmacologie(Bahorun, 1997) Parmi ces

composeés on retrouve dans une grande mesure ledbatites secondaires qui sont surtout
utilisés en thérapeutique. La pharmacie utiliseoemaine forte proportion de médicaments
d’'origine végétale et la recherche est orientées tar découverte de nouvelles molécules

bioactives, ou des matiéres premiéeres pour la sgnthes€Bahorun, 1997)

De part sa situation géographique, I'Algérie cheliauentre deux empires floraux : I'Holarctis
et le Paleotropis. Cette position lui confére uneeftrés diversifiée par des especes appartenant
a différents éléments géographiques. Sur les 3%B6ces (5402 taxons en comptant les sous
especes, les variétés et les formes) décrite@perzel et Santa (1962)ans la nouvelle flore de
I'Algérie et des régions désertiques méridionafesaia (1983)dénombre 289 especes assez
rares, 647 rares, 640 trés rares, 35 rarissimbe&8e¢ndémiquesdr(raa, 2006).

La famille des cucurbitacées est une famille datpkdicotylédones qui comprend environ 800
especes réparties en 120 genres. Elles sont mianignt des plantes tropicales, présentes dans
tous les continents et spécialement en Afriguenefmérique latine, méme s'il en existe des
représentants sauvages en Europe (bryone dioigqux@aple).Quelques espéeces sont cultivées
dans les pays tempérés, mais ne s'y sont pas lisesa Les fruits de cette famille a plusieurs
utilisation : alimentaire: Citrullus lanatus ; médicinale :Cucumis sativus; aromatique :

Cucurbita pepo sspPepo(Emberger, 1960) De nombreux travaux se sont consacrés aux
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propriétés antifongiques et antibactériennes a@eliaquinte Citullus colocynth. (Marzouk et
al., 2010.

Nous avons axé notre travail sur I'étude phytochirei de plante saharienneCitrullus
colocynthis.Le choix de la plante a été guidé par leurs usages la pharmacopée. Nous
avons proposons avant de présenter nos résultatsnier une revue de littérature des travaux

antérieurs effectues sur cet espece.

I-Ethnopharmacologie et ethnobotanique :

La coloquinte est une plante herbacée, vivace fmile des cucurbitacées. Sa tige est munie
de vrilles et son fruit est une grosse baie sphéritp couleur ocre a maturité, de la dimension
d’'une grosse orange, lisse a sarcocarpe sponds@sxfeuilles sont multilobées et velues et ses
fleurs sont jaunes Le figure n° 11 présente ces caracteres Elleceltiivée dans les pays
tropicaux comme plante médicinale pour la pulpesde fruits, qui est amére et toxique
(Sincich, 2002)

Figure n°11: Photo personnelle ; Fruits de coloquinte
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I.1.Noms vernaculaires :

Apres une enquéte nous avons trouves que lesgzeopt donnes a la coloquinte quelle noms

qui sont représentes dans le tableau suivant

Tableau n °4 :Quelles que noms de la coloquinte

[

Le peuple Les noms
Handal, Hadag, Handhal; Hantal, Hadjja. Les Alg&idui attribuent plusieur
noms vernaculaires comnmédedj z2~, handhaldkis | saysgaws |, dlgameaie |
mararet essahras_) » ¢\ ~=llBerber .

Les Arabes

Francais coloquinte, chicotin

Anglais Colocynth, bitter apple, bitter gourd, egugldhn et Cincinnati, 1898); (Merad
Chiali, 1973); (Batanouny efal., 1999]

Inde Tumba ou Gartoomba

Allemand Bitterzitrulle, Bitterapfel.

Italien coloquintida, popone amaro coloquiii&ncich, 2002)

On peut trouver la coloquinte sous d’autres nonssgee:Cucumis colocynthid.inné, (1753);

Colocynthis vulgaris Schrader, (1833);Cucumis pseudocolocynthisVender (1834) et

Colocynthis officinalis Schrader (1838)Fursa etal., 1982); (Esquinas-Alcazar and Gulick,
1983); (Burkill, 1985); (Hanelt, 2001)]

|.2.Taxonomie :

La botanique a laquelle incombe la classificati@s dspéces végétales, différencie la famille

des cucurbitacées de la fagon suivante:
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Tableau n°5 : Systématique d€itrullus colocynthis L(Ozenda, 1991).

Regne Planta

Embranchement Spermaphyte

Sous-embranchemeniAngiosperme

Classe Dicotylédones

Sous-classe Dilleniidae

Ordre Violales

Famille Cucurbitaceae

Genre Citrullus

Espece Colocynthis

Nom binomiaCitrullus colocynthis(L.) Shrader, 1838.

I.3.Description morphologique :

Citrullus colocynthis est une plante monoique (fleurs méles et fleurelies) séparées). La

pollinisation se fait naturellement par des inse(lunger et al., 1991).

C’est une plante bisannuelle, a tiges rampantesanuie feuilles palmatilobées a 3-5 segments,
crénelées ; fleurs jaunes pales ou verdatres, @sss¥parés, solitaires, a pédoncules courts,
axillaires, apparaissent I'été entre Mai et Aoldiaselle des feuilles, corolles a 5 pétales ®yale

a marge sinueuse ; 5 étamines a anthéres épagstmschant entre elles. La corolle de couleur

jaune comporte cing lobe@aba Aissa ., 2000).
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Figure n°12 : Plante deCitrullus colocynthigla région deBéni Ounif, 201%).

Les tiges, assez gréles et souvent cannelées, mel#gasser 10 métres. Au niveau de chaque
nceud se différencie un complexe axillaire se compiod’'une ou de plusieurs feuilles, d’une ou
de plusieurs inflorescences, d’une ramificatiordaune vrille. Les vrilles, simples ou ramifiées,
permettent aux tiges de s’accrocher a un sugp@erhougom, 1998). Ces différentes parties
sont représentes dans le figure n° 13 et figur@.n°1

La plante peut produire 15 a 30 fruits de 7 a 10dendiamétre en moyenne ressemblant a une
petite pastequ§(Feinbrun-dothan, 1978) ; (Zahra etal., 1999)]. Les fruits sont des baies
appelées aussi pépons ou péponides, globuleuxad&2cm, a épicarpe coriace, de couleur
verte tachetée ou marbrée qui devient jaune a itéattra pulpe blanchéatre a saveur trés ameére
contenant de trés nombreuses graines. Les groagss geuvent contenir jusqu’a 500 graines
par unitéCasimir et al., 1992) (Figure n°14)

- La chair légére, spongieuse, de couleur jauneggra

- Les graines de petite taille (6mm de longuewdides et aplaties, lisse, de couleur variant de
l'orange au brun noiratre et ont une saveur anfé@ohf et Cincinnati, 1898) ;( Duke, 1983)].
Figure n°14
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Figure n°13: ColoquinteCitrullus Colocynthis(Zoro etal ., 2003)
a =rameau ; b = fruits fleur male; d = vrille; e = feuille

Figure n°14 : Fruits et grains d€itrullus colocynthigUniversité —Saide, 2016).
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La section transversale du fruit montre a l'intériene fente étoilée & 3 branches rayonnantes,
chaque secteur comprend les placentas voluminedanpale tres nombreuses graines ovoides

et jaunatregArmougom, 1998)

Les proportions de la pulpe, graines et écorce $6nt62 :23 (m/m/m) respectivement dans
100g de fruit se¢Panda, 2000)

P—

Figure n°1E: fruit de Citrullus coloynthis décoiqtliénoto personnell

|.4.Répartition géographique :

La coloquinte, originaire des sols arides, est fréguente dans les régions tropicales humides
ou modérément seches, elle est peu présente damerles tempéréé¢Bruneton, 1996) Elle
occupe une région tres vaste qui s’étend du Norit@ih, du Sahara, Egypte, Arabie Saoudite
jusqu’au Inde, ainsi que la région méditerranédifidehn et Cincinnati, 1898) ;(Batanouny

et al., 1999. )] La coloquinte était aussi bien connue chez leslisitions Grecques et
Romaines que chez les Arabes Handhal est mentionné par Ibn El-Baytar dans ses
prescriptions). Elle est aussi mentionnée dans arbiér Anglais du 11eme siécl€Tfease,
1976) ;(Memon etal., 2003)]Originaire de I'Asie tropicale et d’Afrique, la amjuinte pousse
spontanément dans le bassin méditerranéen et éapréndésertique d’Afrique et d’Asie (Inde
et Ceylan). Elle est cultivée essentiellement dax grecques, en Syrie, en Egypte Arabie
Saoudite jusgu’en Inde, ainsi que la région méditetrenne (sud européen) pour ses fruits
(Batanouny etal. 1999) Récoltés a I'automne lorsqu’ils commencent a jgures derniers
sont pelés au couteau et séchés au soleil our&liaud (Takagi etal., 1981) ; (Armougom,
1998)].
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[.5.Actions thérapeutiques :

En médecine, la coloquinte est largement répantast tres conseillé comme aliment regorgé
de plusieurs nutriments, dont les fibres, le Eitas, le calcium et le fer. Il fournit de précieux
antioxydants ayant la capacité a neutraliser oédaire les dommages causés par les radicaux
libres dans l'organisme huma(®awaya etal., 1986)

La pulpe (mlre ou séchée) a un effet purgatif aqeeg antinéoplasique, antihydropysie, anti
goute, anti-arthrite et peut étre un reméde pouwolagestion cérébrale, le rhumatisme et la
sciatique(Armougom, 1998) Elle peut étre aussi utilisée pour traiter lemmbgoides et les
varices(Khare, 2007)

A forte dose, elle est émétique et irrite les muges gastro-intestinales et, a petites doses un
bon expectorantAl Ghaithi et al., 2004).

La pate des racines s’applique aux différentesunfhations et tuméfactions. Dans le traitement
de rhumatisme, 180g de mixture de racines et dagting a quantité égale sont pris tous les
jours par le malade. Pour les inflammations intedéis et tumeurs, la poudre de racines mixée
avec I'huile de ricin est administrée au maladelaepoudre seule peut étre utilisée comme
insecticide (Dastur, 1962) ; (Panda, 2000)]

En pharmacie moderne, I'extrait sec de la cologueritre dans la formulation des comprimeés
traitant les affections hépatiques, les fiévres, parasites intestinaux, la constipation et la
congestion cérébralé4Anonymous, 1970) ; (Memon eél.,2003)]

Les graines de la coloquinte sont largement répaddns la médecine traditionnelle, car elles
possedent diverses propriétés thérapeutiques afneg, anti-tumoral¢( Darwish- Sayed et
al., 1973) ; (Ziyyat etal., 1997 ); (Abdel-Hassan eal., 2000) ; (Al-Yahya etal., 2000 )],anti-
inflammatoire [ Barth, et al., 2002) ; (Al Ghaithi etal., 2004)], antirhumatismakdam etal.,
2007), laxative [Al Faraj, 1995) ; (Ziyyat et al., 1997], contre les troubles urogénitaux, la
leucémie, l'ictere, la fievre, I'ascite, les désesl biliaires, les hémorroideDuke, 1978);
(Ziyyat et al., 1997 ]et constipation, l'oedeme, les infections baetgres et le cancer (
Delazar etal., 2006).

Les racines sont employées dans les traitement$ictiere, les maladies urinaires et le

rhumatisme, les douleurs de joint, linflammation extérieurement dans les maladies
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ophtalmiques. Les feuilles sont employées pourdigement de l'ictére et I'athsméKirtikar
et Basu, 1984 ); (Baquare et Tasnif, 1984)].

Les feuilles sont utilisées contre 'hémorragieggurites poursoulager les douleurs des

membres inférieurs, le dos et les articulatifigyat et al., 1997)

Le fruit de cette espece est largement répanduéstecme naturelle, car elle posséde diverses
propriétés thérapeutiques elle est utilisés datmiement des infections génito-urinaires, dont

'aménorrhée en provoquant une contraction dedust§Ozaki, 1990) ;( Harvey, 1898)]

L'huile extraite & partir des graines est emplogéar traiter des morsures (de serpent, de
scorpion), épilepsie, pour favoriser la croissadeecheveux et pour noircir les cheveux gris
(Roy et al.,, 2007). L'extrait éthanolique du fruit de la coloquinexerce un effet
antimicrobien sur Pseudomonas aeruginosat Staphylococcus epidermigt un effet

antifongique sur plusieurs genres de champigii@asudeeban etal., 2010)

Des études récentes ont montré que la coloquinit @®ir un antidiabétique, cancérigenes,
antioxydant, des effets antibactériens et toxiqdésshaithi et al., 2004)

Le cataplasme des feuilles est utilisé dans lesaimgs et les névralgiefirtikar et al., 1957)
; (Akhar, 1994 ); (Khare, 2007)]

En Algérie, le traitement par le fruit du Citrullasloynthis differe d’'une région a une autre sauf
pour le traitement du diabete, ou c’est toujoursraitement externe pour les trois régions :

» Dans la région d’El Goléa, en plus du traitementdéabete, il est utilisé pour les
dermatoses, odontalgies, infections génitalesgggsrhumatoides.

* Dans la région de Béni Abbés, on s’en sert sugpout les infections génitales et les
algies rhumatoides.

 Dans la région de Ouargla, on traite des plales, dermatoses et des piqlres de

scorpiongMaiza etal, 1993)

Plusieurs effets thérapeutiques des différentetiegade la coloquinte ont été recherchés
scientifiquement au laboratoire in vivo et in vitr@es recherches sont montrées dans le

tableau suivant n°6.
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Tableau n°06: Quelques études sur les effets thérapeutiques deoltauinte Citrullus

colocynthi9 a travers le monde.

Région Métabolites / Effets thérapeutiques Références
parties utilisées
Iran Flavonoides (Fruits) Pouvoir antioxydant important Delazar etal.,
2006
Arabie Extrait éthanolique Pouvoir antioxydant puissant contre |lIBallak et Bin-
Saoudite | (pulpe) stress oxydatif chez les rats rendusliah, 2010
diabétiques par I'alloxane.
Glycoside triterpéne Pouvoir anticancéreux (Carcinome Ayyad etal.,
Cucurbitacines E et | hépatocellulaire) 2012
(Fruits)
Inde Extrait méthanolique Pouvoir antioxydant Kumar et al.,
(Fruits) 2008
Extrait méthanolique Antiulcéreux Gill et al.,
(graines) 2011
Soudan Graines Activité cancérogene apres administratiddabs etal.,
épicutané chronique aux Souris 1984
Tunisie Extrait aqueux et extrait| Effet antibactérien (sugscherichia coliet | Marzouk et al.,
acétone (différent Pseudomonas aerugingsat antifongique | 2009; 2010a.
parties) (Candida albican®t Candida glabrata)
Extrait aqueux (différent Propriété analgésiques et antMarzouk et al.,
parties) inflammatoire 2010b;
Extrait aqueux (feuilles)| Effet anticoagulant et anti microbien Marzouk et al.,
2012
Egypte Cucurbitacine E (Fruits)] Une activité antiallerggqu(un effet| Yoshikawa et
inhibiteur sur l'oreille : réactions passjfal., 2007
anaphylactigues cutanées comme |un
modele de type | allergique chez la souris)
Inde Extrait méthanolique Activité anti-inflammatoire Rajamanickam
(feuilles) etal., 2010
Pakistan Extrait méthanolique | Anti hémorragique contre les morsures|desad etal.,
(fruits) serpents 2012
Algérie Extrait aqueux (fruits) Activité immunostutante. Bendjeddou et
al., 2003
Huile fixe des graines Anti- yperlipidémigue chesg tats obéses Meziane etal.,
2012
Maroc 3-(Pyrazol-1-yl-)- Activité insulino-stimulante Nmila et al
L-alanine (Graines) 2000; 2002
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[.6.Utilisation populaire :
Il'y a plusieurs modes d'utilisation:

A. Pulvérisée, la coloquinte est tres utilisée colesehémorroides en application locale soit
seule, soit associée a des feuilles de taflerzouki et al., 2000).

B. La décoction de la coloquinte serait insecticidie, est indiquée pour la destruction des
puces ;

C. Bouillies et torréfiées, les graines de coloqusneat utilisées comme aliment de bétail
dans les régions Saharienne ;

D. Concernant le traitement du diabéete par la coldgquiplusieurs modes d’utilisation ont
été mentionnés :

% raines séchées (mettre une sous la langue 2airegpar jour).

«+ Décoction de 30g des graines broyées dans 1 lgeckt a prendre oralement 3X 50ml,
par jour( Said etal., 2002).

+ fruits frais coupés en tranche utilisés dans & lo& pied. préparation d’'une poudre a

partir de I'épicarpe séché et mélangé avec lesealisi Merzouki et al., 2000).

E. Les racines peuvent eégalement étre employéesmeopurgative et contre les maladies

urinaires et le rhumatisnm{®ucke, 1978).

F. Un groupe de l'université de Montpellidai une étude sur I'effet insulinotropique de
Citrullus colocynthisPour cela différents extraits de graines on étiésésaet testés sur des rats
de laboratoir¢ Nmila, 2000).

J.il présente une activité antipyrétiqueagtranative( Nmila, 2000).

F. Les graines de la coloquinte sont comlestibans les pays d’Afrique de I'Est, ces
graines sont consommeées, torréfiees (snacksk riteaussi sous forme de « cake » a partir de
la farine des graind®©dunfa, 1981 ; Ikereogu, 1984 ; Okigbo, 1984)

K. Au Nigeria, la graine est un bon épaissisgaur la soupe « egusi » ou aussi apres
fermentation pour la préparation de « ogiri » gsi @an agent aromatisant utilisé comme

condiment{Memon etal., 2003)
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|.7.Toxicité :

Depuis les périodes bibliques, les fruits de lagointe sont considérés comme poison mdrtel
Yanif et al., 1999 ).Bien que trop ameére pour étre consommeée par eteecoloquinte est tout

de méme responsable d’accidents plus ou moinsesuésultant particulierement de problemes
de doses. Les symptdmes de surdosage, selon le diadministration cette plante est
fortement toxique pour des animaux et des humagesyvent étre de différentes natures:
violentes coliques, vives douleurs épigastriquesertles, ténesmes, nausées, vomissements,
désordre cardiaque, congestion cérébrale délirentién d’urine, crampes, hoquet, avortement.
(Merad, 1973) La poudre de pulpe est toxique a 0,6-1g/ka&s recherches ont montré que le
fruit a une activité cancérogéfi¢hare, 2007)

La coloquinte est une plante irritante. Elle agiéme a des doses modérées, produisant
abondamment des évacuations aqueuses, des inflanmae la membrane muqueuse des
intestins, des vomissements et des selles sanglabés effets toxiques aprés utilisation

chronique de cette plante, provoquent une hypakaigoligurie et les oedemes, semblable a

une néphrite aigueHammouda etal., 2005).

Les feuilles et les fruits sont particulieremesitjues pour les moutons. Sel@lawad et al.,
1984) la dose de 0.25 a 100 g/kg provoque la mort desaux en 4 a 5 jours de traitement
avec difficulté de respiration consécutive a unedreagie pulmonaireHlawad et al., 1984).
D'autres études de toxicité sur des petits ruminaaoggerent que la consommation du fruit
endommage essentiellement le foie, les reins gpdi®il gastro-intestinal [Al Yahia et al.,
2000);( Adam etal., 2001)].

Pour déterminer I'effet toxique dgitrullus colocynthisil est possible de réaliser des études

expérimentales. Parmi ces études, I'évolution dearpetres biochimiques sériques:

+ Les parametres hépatiques TGO (Transaminase Glutamo-oxalo-acétique),
TGP (Transaminase glutamopyruvique), ALP (Alanimeido Transférase, LDH
(Lactat deshydrogénase), GGT (gamma-glutamyl téaasé),...etc.

+ Les paramétres rénaux : créatinine, urée, micro albuminurie, corps
cétonique,...etc.

+ -D’autres parameétres: cholestérol, triglycéride, glycémie, fructosaminetc.

Ainsi, la réalisation des coupes histologiquesaie, freins, cerveau,...etc
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[.8.Compositions chimiques de la plante :

Le screening phytochimique de différentes partiedadcoloquinte (racines, tiges, graines et

feuilles) permet de caractériser les familles deposés chimiques existants dans la plante.
[.8.1.La pulpe :

Les cucurbitacées sont reconnues comme sourcelgghgdrates et de métabolites secondaires

. les cucurbitacines. Les cucurbitacines apparéehaux groupes des triterpénes tétracycliques,
ce sont des molécules en C30 ou C32 possédant ftaries d’'oxygene et plusieurs groupes
méthyle ou acétyle. Elles peuvent étre libres @oeiges a un sucre. Ce sucre peut étre attache
directement au noyau stéroidien ou/et a la chdipbatique (Harborne et al., 1993). Leur
structure est montre dans le Figure n°16 :

1, Dihydrocucurbitacin B, A22(23
2, Cucurbitacin B

Figure n°16 : Structure de la cucurbitacine E

La présence des cucurbitacines responsables deertiamme (colocynthingHs4023) peut
engendrer des propriétés purgatives de cucurbiagcéeine de byrone, fruit de coloquinte, suc
d’élatrium)(Takagi etal., 1981)

La présence de cucurbitacines est liee a des faa@métiques, au stade de développement de
la plante ainsi qu’a des facteurs environnemengausqu’ils représentent un moyen de défense
de la plante. Ce sucre peut étre attaché directeauemoyau stéroidien et/ou a la chaine latérale
aliphatique(Blaise, 1997)Ce sont des substances particulierement toxigbeSQ( voisine de
1mg/kg chez la souris en I.P.) ameres, cytotoxiqedles conferent aux drogues qui en
renferment des propriétés purgatives drastiguesreohes graines de coloquinBruneton,
1993).
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De nombreux travaux sur I'extraction de ces priasipctifs ont été menés avec succes. C'est
ainsi qu’une quinzaine de cucurbitacines ont &#és a partir des cucurbitacées et désignées

par les lettres de I'alphabet : cucurbitacines ACBD, E...(Armougom, 1998)

Parmi les cucurbitacines qui ont été identifiésaétipde I'extrait méthanolique de la plante de
Citrullus colocynthisont E, 1, J, K et L[Bauer etal., 1983) ; (Seger eal., 2005) ; (Sturm et

al., 2009)].Plusieurs de ces composés (cucurbitacines glues)saht diminué la croissance des
cellules cancéreuses (cancer du sein) en provogiearnthangements de la morphologie globale
des cellules en diminuant I'organisation des filateed’actine du cytosquelet{@annin-spitz
etal., 2007).

Par ailleurs, une revue de la littérature sciaqii portant sur la grande famille des

cucurbitacines souligne que ces molécules poutraiessi protéger les cellules du foie contre

certains composeés toxiques, et aurait égalementeffets anti-inflammatoires. Puisque ces

études sont essentiellement in vitro, ces résutiatgeuvent pas pour l'instant étre appliqués a
I’'humain, et des chercheurs soulignent qu’il egténatif de mieux étudier ces composés afin de
vérifier si certains d’entre eux ont des effetsidables [Jayaprakasam, 2003) ; (Chen, 2005

); (Vanier, 2006)].

D’autres métabolites secondaires tels que I'aciddéigue, l'acide chlorogénique, les
flavonoides, les alcaloides et les terpénes exiaigssi dans le fruit(zalal, 1997) ; (Gulcan,
2006) ; (Tehila, 2007 ); (Jayaraman edl., 2009)].
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Figure n°17: Structure de I'acide caféique Figure n°18 Structure de I'acide chlorogénique

|.8.2 .Graines :

Les graines d€itrullus colocynthisreprésentent une bonne source de protéines epided;]
elles font I'objet de beaucoup de recherches.

] Les protéines: la fraction protéique représente 8,25% en poasgtaines ; elle est riche en

lysine, leucine et les acides aminés soufres lelieéthioning Shaheen etl., 2003) Au cours
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de la germination des graines, les globulines stilisées avant les albumines; leur destruction
permet I'élaboration des protéines a la jeune pldfdiacks etal., 1979) ; (Courtois etal.,
1981)]

Notons gu’un acide aminé non protéique présentamiagtivité anti-helminthique a été identifié
dans les graines de cucurbitacées ; il s’agit d&-dmnino-3-carboxypyrolidine ou cucurbitine
(Gurudeeban etal., 2010) Les protéines des cucurbitacées intéressentrégatd’industrie.
Ainsi en Roumanie, elles sont utilisées pour lariation de colle a papier ou a bois.
(Gurudeeban etal., 2010)

71 Les glucides: I'acide phytigue ou ester hexaphosphorique deositol identifié dans les
graines représente une source importante de phesgra outre, les graines contiennent 70 a
80 % de phytine (sels métalliques d’acide phytigl) revanche, 'amidon est apparemment
absen{(Courtois etal., 1981)

[ Les lipides: Les graines de coloquinte sont riches en acidas tgls I'acide myristique,
palmitique, stéarique, oléique, linoléique et ldmmbue(Khatri et al., 1993)

La figure n °19 montre la structure chimique dacike linoléiqueAkhtar et al,. (1999)
rapportent que durant la germination des grainesottjuinte a I'obscurité a 30°C, la quantité
relative de triacyl glycérols diminue, et le taudaaides gras libres augmente de maniére
significative. Cependant, il a été mentionné quealex d’acides gras saturés augmente par

rapport aux acides gras insaturés (qui baissedughgment pendant la germination).

OH 127

1
0

CHs

Figure n°19Structure de I'acide linoléique

La composition qualitative et quantitative deslasigras des huiles comestibles sont similaires
a celle des huiles commercialisées (huile de gojanesol...). Leur richesse en acides gras
insaturées ainsi que leur forte teneur en acideldigue conferent a ces huiles de bonnes

propriétés diététiqugs&srompone, 1988 ; Karlesking, 1992).
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Les graines de coloquinte contiennent 26,6% d’Buil8,5% des protéines, 2,1% des cendres,
52,9% des fibres brutes, 4,9% d’azote libre etieah822 mg/100g de potassium, 119 mg/100g
de phosphore et 3,3 mg/100 g de {&awaya etal., 1986). Elles contiennentaussi la
phytosteroline (ipurand), 2 phytostérols, 2 hydrboses, saponines, alcaloides,

polysaccharides, glycosides, et des tanins, cométalnlites secondairéBuke, 1978).
1.8.3 Tiges, Feuilles Et Fleurs

Les feuilles et les fleurs de la coloquinte renfeninde la quercétine et du kaempféf&lhare,
2007) ; (Meena etal., 2008)] Ce sont deux flavonols pourvus d'un excellent oiu

antioxydant qui on une Structures similaires matns le figure n°20.

Figure n°2C: Structures de la quercétine et du kaempférol

L’activité anti-oxydante au niveau des feuillesdes tiges de€itrullus colocynthisa révélé la
présence des enzymes anti-oxydantes telles laasatale superoxyde dismutase (SOD), la
glutathione reductase et la glutathione-S-trans&raet d’autres molécules non-enzymatiques
anti-oxydantes comme I'acide ascorbiqaetocophérols, les caroténoides et les flavonoides
comme cités ci-dessus. Ceci a permis de conclueeCifrullus colocynthispourrait étre une
bonne source d’anti-oxydantBar ailleurs, I'extrait (éther de pétrole) de fmsla un effet
anesthésiant local testé sur des grenouilles etftet larvicide sur quelques especes de
moustiques[Abdul Rahman etal., 2008) ; (Ramanathan eal., 2011)].

1.8.4. Racines :

C’est la partie de la plante ou il y a eu le mailesrecherches ; peu d’'informations ont été

élucidées sur les molécules présentes a ce nivéidhare, 2007) a montré la présence de
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composés aliphatiques.

D’autres composés existant naveau des

racines comme

I’'hentriacontane (alcane longue chaine hydrocarbehet saponingdlemon etal., 2003).

Le tableau n°7 résume la composition en métabsditendaire des différentes parties de la

Citrullus colocynthis

Tableau n°7 : Composition en métabolites secondaires des difféseparties de la coloquinte

(Citrullus colocynthig.

Métabolites | Partie Composés Références
Fruits isovitexine, iso-orientine
Flavonoides| 3'-methyl ether iso-orientine
Partie 8-C-p-hydroxybenzoyl- iso-vitexine,
aérienne | 6-C-p-hydroxylvitexine Maatooq et
8-Cy-hydroxybenzoyl- iso-vitexine 4’ -O- glucoside | al.,1997
Saponines Fruits 2-O-B-D glucopyranosyl cucurbitadi J, K et L Seger et al,
2005
Glycosides | Fruits 2-@-D-glucopyranosyl-cucurbitacine |, Natig et al.,
2-O{3-D-glucopyranosyl-cucurbitacine E, 1989
2-O{3-D-glucopyranosyl-cucurbitacine L
2-O{3-D-glucopyranosyl-(22-27) hexano cucurbitacine |
trois flavone glycosides : isosaponarine, isovitexet| Delazar etal.,
isoorientine 3’-O- méthyle éther; 2006
deux glycosides cucurbitacines :
2-O{3-D-glucopyranosyl-cucurbitacinel
2-O{3-Dglucopyranosyl- cucurbitacine L
deux nouveaux glycosides triterpéniques cucurlresgi Delazar et al.,
: colocynthosides A et B 2006
Pulpe a-élaterine-2-D-glycopyranoside El Khadem et
Abdel
Rahman,
1963
Alcaloides | Fruits - une choline Darwish-
- dérivés de la pyridine :1¢H15 NOz et GoHs2 NO Sayed et
- le dérivé de la pyridine ou de la quinolinagd>sNO7 | al., 1973
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L’especeCitrullus colocynthisest une plante endémique dans les zones aridesedsund des
pays maghrébingPpttier-Alapetite, 1987). Cette plante médicinale est largement utilisgsda
médecine traditionnelle populaire pour le traitetrdnnombreuses maladies telles que le
rhumatisme, I'hypertension et de diverses maladiatagieuses telles que les probléemes
dermatologiques et infections gynécologiques oumpuhkires [Boukef, 1986); (LeFlock,
1983].Certaines études ont démontré l'effet médicolalC. Suchard. comme anti-tumorale
(Tannin- Spitz et al., 2007, immunostimulant Bendjeddou etal., 2003, antimicrobienne
(Marzouk et al., 2009, 2010a et antioxydantNlarzouk et al., 2010 et contre les maladies
hépatiquesgebhardt, 2003, I'nyperglycémie gl-Gaithi et al., 2004 et la perte de cheveux
(Roy etal., 2007).

I. Activité antioxydante :
[.1. Généralités

Oxydation et auto oxydation :I'oxygene est la source de vie pour les organisaéesbies
mais peut étre également une source d’agressiancpsworganismedNamiki, 1990. Par
contre, il est responsable d’'un nombre de procedsuydation suivi de mauvaises
conséquences comme le stress oxydBadton, 1995, la détérioration de la qualité des
aliments [Finely etal., 1994 );(Hiramatsu etal., 1995 ); (Frankel, 1998 ainsi que le
désordre de la santé humaine qui est relié a lI'atgd des molécules biologique8f{émond,
1990 ); (Ramarathnam efal., 1995].

Les substances d’oxydation peuvent avoir différesteuctures chimiques que sont les
protéines, ADN, acides gras non saturés, choldst#rospholipides, et bien d’autres. Les
lipides constituent les composés majeurs de nofrition, leur étude est donc un sujet trés
important pour la protection contre I'oxydation gqur'ils sont des éléments constitutifs des

membranes cellulaires Hemond, 1990) ; (Ramarathnam etl., 1993].
Les antioxydants

Les antioxydants sont des substances capablesittaliser ou de réduire les dommages causés
par les radicaux libres dans I'organisme et pemnétle maintenir au niveau de la cellule des

concentrations non cytotoxiques des especes réadw I'oxygene(asant, 2004.

Notre organisme réagit donc de facon constantetta peoduction permanente de radicaux

libres et on distingue au niveau des cellules digures de défense inégalement puissantes pour
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détoxifier la cellule Favier, 2003.L’oxygene est la source de vie pour les organssa@obies
mais peut également étre une source d’agression qesuorganismes. En effet des dérivés
hautement réactifs de 'oxygéne peuvent apparaitreours des réactions enzymatiques ou sous
I'effet des rayons ultraviolets, des radiationsisantes et de métaux de transiti@ikg@umou,
2003. L'oxygene est I'accepteur terminal d’électrons @urs de la respiration cellulaire des
organismes aérobies. Dans l'organisme absorbé aaunides alvéoles pulmonaires, il est
transporté par I'némoglobine au niveau des organekdiffuse dans les mitochondriesll@in,
1996.11 assure grace a des enzymes, l'oxydation deerdivsubstrats endogenes : les
phospholipides des membranes cellulaires, les ipegté’ADN. Cette oxydation conduit a la
formation des radicaux libres ou espéces réactixggénées (ERO). La formation des ERO est
un processus tout a fait naturel et joue un rokem#el dans l'organisme : efficacité de
I'apoptose, prolifération cellulaire normale, régfion de la pression sanguine, état redox
normal pour I'expression des genes, efRousseau, 2004Mais ces ERO peuvent causer des
dommages a l'organisme, en effet en cas de strésaimant un défaut de régularisation de
I'oxydation, de conditions environnementales owldséquilibre alimentaire ils provoquent des
désorganisations cellulaires parfois irréversilelesainant la mort des cellulddlland, 2009.
Cela peut conduire a lapparition de nombreuseshgbagies telles que les maladies
inflammatoires, I'athérosclérose, I'ischémie céadbet le canceiXjallo et al., 2001).

Les radicaux libres se définissent comme tout atommolécule, neutre ou ionisée, comportant
au moins un électron célibataire dans une orbéaterne. lls sont caractérisés par une grande
réactivité chimique et une courte durée de viersagressions sur I'organisme sont multipliées

sous l'effet de la fumée du tabac, de la pollutaunsoleil, d’un effort physique intense.

Les radicaux libres sont 0O- (radical anion su peroxyde); OH. (Radical hygip ; HO.
(Radical perhydroxyle) ; RO.(radical alkyl) ; RO@adical peroxyde).

Les espéces a l'origine de radicaux libres sonD: (oxygéne singlet) ; D> (peroxyde
d’hydrogéne) ; ROOH (hydro peroxydelHlvin, 1999 ); (Rolland, 2004.

L’organisme limite I'extension des réactions rathagas par un systeme important de défense
constitué par les antioxydants susceptibles deepitas radicaux libres sous une forme peu
réactive Allain, 1996).

[.2. Mécanismes de I'oxydation :
Les radicaux libres sont formés au niveau de digeganites cellulaires : les mitochondries, les

microsomes, le cytosol a travers plusieurs enzylaesanthine oxydaseA{lain, 1996).
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Traditionnellement, on décrit I'oxydation en trgisases distinctes, mais pratiquement
simultanées : une phase d’initiation avec formatlhrydro peroxydes ; une 2éme phase de
propagation : destruction des hydro peroxydesunetderniere phase de terminaison :apparition
de nouvelles molécules anarchiques. La chaineagagation peut s’arréter par la formation de
polyméres ou au contact avec un autre radicalmaécules créées n’ont plus de fonction
biologique Rolland, 2004.

I.3. Mécanismes d’action des antioxydants :
Un antioxydant peut agir de diverses manie@sefe, 200):

* |l peut empécher I'oxydation d'un autre substrats®oxydant lui-méme plus rapidement
gue celui-ci et en le préservant ainsi de I'oxyaati

* |l peut arréter la réaction en chaine qui présidi @ultiplication des radicaux libres, le
plus souvent parce que la structure des antioxgdssitrelativement stable.

* |l peut absorber I'énergie excédentaire de I'oxygsimglet pour la transformer en chaleur.

* |l peut aussi agir via chélation avec des métaexqui a pour effet de ralentir les réactions
de Fenton (formation de radicaux hydroxyles réstit la réaction du fer ferreux avec le

peroxyde d’hydrogéne selon une réaction d’oxydocédn).
[I. Activité antimicrobienne
[I.1. L’activité antibactérienne :

La résistance aux antibiotiques est devenue unegpa@bleme de santé public touchant la
guasi-totalité des agents antibactériens dans kews champs d’action. Les antibiotiques
perdent de leur efficacité et les maladies que laayait éradiquées réapparaissent. La
diminution de l'efficacité des moyens de lutte gblide trouver une alternative a I'utilisation
des antibiotiques, en synthétisant de nouveaux oeégpaux vertus bactéricidédgmi et al.,
2005. Les plantes possedent un systeme de défenselrtads efficace, basé sur la biodiversité
de leurs métabolites secondaires. Cette diversgégdoupes structuraux et fonctionnels, permet
de se protéger efficacement contre de nombreuxogaties tels que les bactéries, les
champignons et les virus. Les plantes synthétisimtnaniere constitutive ou induite, a titre
d’exemples de molécules antimicrobiennes conteans des plantes, nous citerons les huiles
essentielles et les extraits qui sont utiliséesugefmngtemps pour traiter des pathologies, et
pour améliorer la santé et le bien étfenes et Dangl, 2006 ; Gibbons, 20D8
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[1.1.1 Mécanismes d’action et de résistance des age antimicrobiens :

Les agents antibactériens sont classés selon ldbtes bactériennes. Il s’agit de cing
mécanismesBergogne-Bérézin et Dellamonica, 1999 Le blocage de la synthése de la paroi
bactérienne ; l'inhibition de la synthése des pn&® ; I'inhibition de la synthése des acides
nucléiques ; l'altération du fonctionnement de kanmbrane cytoplasmique ; une inhibition de la

synthese de divers métabolites.

Les antibiotiques ont été tres efficaces pourdagment de nombreuses maladies qui étaient un
fleau pour le genre humain. lls ont été qualifiescdnédicaments miracles ».Apres plus de 50
ans d'utilisation massive des antibiotiques, nousv@ns maintenant a une période plus
délicate. Le monde bactérien est capable de s'adaptine nouvelle situation écologique, y
compris a la présence des antibiotiques. En dépaldpdes stratégies de résistance vis-a-vis
des molécules d’antibiotiques, les bactéries remenl'avantage. En effet, 'emploi intensif
des antibiotiques, tant en médecine humaine quérinéire, mais aussi pour des usages
phytosanitaires, est directement relié a I'augntemtades résistances et la perte d’'intérét d’'un

grand nombre de moléculesl@ami et al., 2005.
[1.1.1.1.Mécanismes génétiques :

Au plan génétique, la résistance aux antibiotiques étre naturelle ou acquise. La résistance
naturelle est présente chez tous les membres diénee espece ou d’'un méme genre bactérien.
Elle est liée a son patrimoine génétiqguBergogne-Bérézin et Dellamonica,1999.a
résistance acquise affecte seulement quelques edutbspeces naturellement sensibles, a la
suite d’événements génétiques variés : mutationsnabsomiques ou acquisition de génes. I
peut s’agir d’'une mutation qui peut entrainer, paemple une modification de la cible de
I'antibiotique ou bien diminuer sa pénétration. Pl@s génes acquis, le plus souvent, il s’agit de
I'acquisition d’ADN étranger pouvant provenir derf@&me espece ou d’espéces bactériennes
différentes. L’'acquisition d’ADN se fait le plus weent par conjugaison. Elle se fait par
I'intermédiaire de plasmides ou de transposonsugugis qui peuvent porter un ou plusieurs
genes de résistancé&drgogne-Bérézin et Dellamonica, 1999) ; (Chevalietal., 2003].

[I. 1.1.2.Mécanismes biochimiques :

Les trois mécanismes biochimiques principaux dessstance aux antibiotiques sont le défaut
d’accumulation, la détoxification enzymatique dantibiotique et I'absence de cible ou
d’affinité de(s) cible(s). Ces mécanismes biochimi|sont effecteurs aussi bien des résistances

Page 45



Chapitre 1l : Les activités biologiques Partie bibliographie

naturelles que des résistances acquises. La r&gstaquise par mutation chromosomique est
souvent associée a une diminution de I'accumulatien’antibiotique ou une altération des
cibles, alors que la résistance par acquisitiorgélges est généralement liée a la production

d’enzymes inactivateChevalier etal., 2003.

Par ailleurs, de nombreuses questions se posédrduad actuelle sur la toxicité des substances
synthétiques. Or ces produits non seulement enrdyefection mais affaiblissent en méme
temps I'organisme qui par la suite aura des diffé&sua recréer son propre systéme de défense.
De plus, la prescription a grande échelle et psuifthppropriée de ces agents antimicrobiens a
entrainé la sélection de souches multi-résistamt@smme celles du milieu hospitalier
responsables de syndromes infectieux graBesgogne-Bérézin et Dellamonica, 1999

I1.1.2.Site D’action des métabolites secondaires :

Les sites d'action des classes majeurs de compodénicrobiens sont représentés dans le
tableau n °0O@Cowan, 1999).

[1.2. L'activité antifongique :

Des différentes études ont documenté l'activitdagique des différentes extraits et des huiles
essentiellesle C. colocynthisur certains champignons pathogénes médic&esjfleeban et

al, 2011);. (Hadizadehetal., 2009);. (Alkamel, 2005); (Takhi etal., 2011);. (Doss etl.,
2011) ;( Marzouk etal., 2009, 2010, 2013,

A c6té des antifongiques synthétiques connus, réfftes plantes sont caractérisées par la
synthese des substances actives appartenant uggoniént d'une part, aux meétabolites
secondaires tels les polyphénols, les huiles asflest les alcaloides, etc. Et d'autre part, aux
métabolites primaires telles les huiles fixége(nier, 2003. De nombreux chercheurs ont

étudié leurs effets antimicrobiens notamment angifgues.

L’importance indiscutable des plantes aromatiqiezs, contenu et la nature chimique de leurs
constituants, leur conféerent de grandes perspeactigpplication. Approximativement20% ont
été analysées pour une activité antimicrobienndgitdaela, un large spectre de ces composés
ont été purifiés et ont démontré des propriétédaagfiques [DeLucca etal., 2005);(Marzouk
etal., 2009)].

L’efficacité antifongique de ces substances estrggdlement due a la composition de celles-ci

en molécules bioactives variées appartenant areliffés classes chimiques, pouvant étre mises
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a profit pour réduire la flore fongique contaminaf@uraini et al., 2005) L'activité
antifongique des extrais des plantes a fait I'odjah grand nombre de publications a I'échelle
internationale. Cependant, la majorité des traveids dans ces publications s’arrétent au

niveau de la mise en évidence de I'activité antifqne de ces extraits.

Tableau n°08: les classes majeurs de composés antimicrobienartr ple plantes
(Cowan, 1999.

Classe | Sous- classe Mécanisme
Les phénols simples - Rupture de la membrane
Les acides
phénoliques
Les quinones - Liaisons a adhésives
- Complexassions avec la paroi cellulaire,
§ d’inactiver les enzymes.
g Les flavonoides - Liaison a adhésives
‘O
é— Les flavones - Complexes avec la paroi cellulaire
@ - Inactivation des enzymes
E’ - Inhibition de la transcriptase inverse du VIH
Les tanins - Se lient aux protéines
- Lier a adhésives
- Inhibition de I'enzyme
- Complexassions avec la paroi cellulaire
- Rupture de la membrane
- Complexassions d’ions métalliques
Les coumarines - Interaction avec I'ADN chez les eucaryotes
Les terpenoides - Rupture de la membrane
Les alcaloides - S’intercaler dans la paroi cellulaire et /ou de
I’ADN
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Tableau n°9 : Quelques travaux antérieurs sur Citrullus coldeignk.(Amrouche Abdel lllah,

2013
Fraction de e —r
. Utilisation Références
la coloquinte
Des applications alimentaires et non alimentaires Imededdine Arbi Nehdi etal ., 2013
pour compléter ou remplacer une partie des huiles
conventionnelles. Jing MIAO et al ., 2012
Propriétés antioxydantes
e contre lignée cellulaire d'hépatome : :
Les graines Seif-Eldin N. Ayyad et al., 201
e contre carcinome d'Ehrlich ascite a4 e
activités antibactérienne et anti-Candida
i B. Marzouk et al,. 2010
Antidiabétique, effet insulino-stimulant N. Sebbagh et al. Nmila et al,
. Sebbagh et al.,2009 ; Nmila et al,. 2002
Traiter des scables de chameau et autre "
anderythema d'infections de peau chez les Habs etal,. 1984
animaux domestiques et 'homme
Activités antioxydants et activités de chiffonnage Abdullah 1. Hussain.et al., 2013
Traitement de l'ictére
Les racines Les maladies urinaires Nadkan., 1998 ;Burkill,.1985
Les.ri‘u.u‘mabs.n"\es ) ) . Dafni et al,. 1984
Activités anti-inflammatoires et anti-analgéstiques
Marzouk et al,2009
Activités antioxydants et activités de chiffonnage Abdullah I. Hussain.et al., 2013
Contre lignée cellulaire d'hépatome Seif-Eldin N. Ayyad et al., 2013
Contre carcinome d'Ehrlich ascite Mnlidisisoall mnaledl it . s
L
Ieffetlnsrt:n.o-s:‘mulant-u Belsem Marzouk et al,. 2010
i y? - p — B. Marzouk et al,. 2010
Activités analgésiques et anti-inflammatoires Dan Schafferman et
Activités antibactérienne et anti-Candida al.,1984 ;Bruneton,.2005 ;Dane et al,.2007
’
frui Contre douleur d’estomac Baba aissa.,2000 ;Sebbagh et al,.2008
Les fruits Hypoglycémiant
La pulpe Laxatif violent Dafni et al,.1984 ; Burkill 1985
Remede contre les infections de la peau Dane et al,.2007
hydragogue efficace et cathartique
Activités antioxydants et activités de chiffonnage Abdullah I. Hussain.et al., 2013
Les feuilles Contre 'hémorragie, 'eczéma et les douleurs Halimi,.2004

d'articulation

[I. 3.L’activité antiparasitaire :

L'utilisation des produits naturels, spécifiquernkss extraits des plantes, comme type de lutte

contre les insectes en Algérie a commencé de sdaiper, a travers une multitude des travaux
récenteskemassi, A etal., 2008 ; Lebouz, | et al., 201(Habbachi, W et al., 2013) .
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(Aouinty et al., 2006)ont montrél'efficacité des extraits de cinq plantes difféentioses (1%,
2%, 3%, 4% et 5%),qui ont été testés sur quatrecespdifférentes de moustiques tels que
Culexpipienset Culiseta LongiareolataAbdulRahuman et Venkatesan ont démontré I'aétivit
des acides oléique et linoléique extraitsGigullus colocynthissur les larves des moustiques
(Aedesaegypti, Astephenset Culex quinquefasciaty@bdul Rahuman, A., Venkatesan,P.,
2008.Les extraits d'éther de pétroleGitullus colocynthis, Coccinia indica,Cucumis sais,

M. charantia, efTrichosanthes anguinant été utilisés contre les larves des moustiques
[(Mullai, K et al., 2008) ;(Hemingway, J efl., 2004]

Les extraits aqueux des fruits @érullus colocynthigprovoquent une mortalité élevée chez les
larves des deux espéc€uilex pipienset Culisetalongiareolata Cette mortalité a été plus
prononcée cheulex pipiengjue cheLuliseta longiareolatalLa toxicité des produits naturels

peut varier en fonction des facteurs intrinsequessidsecte@Vierabti B.et al., 2015

L’effet des extraits aqueux des fruits @érullus colocynthisa été variable en fonction de la

dose. Si on considéere que la dose 50 mg/L est ase efficace, elle arrive, dans notre cas, a
éliminer plus de50% de population de Culex pipiengguement apres 24h. De ce fait, cet
extrait peut étre considéré comme un insecticidgnisé contre cette espece. L'effet des
extraits aqueux des fruits deitrullus colocynthisété variable aussi en fonction du temps
d’exposition. L'utilisation de 100 mg/L de cet eadtra pu éliminer plus de 70% de la population
des larves de Culex pipiens apres 24h, et pluée &rés 48h.Pouréliminé la totalité de cette

population aprés72iiMerabti B.et al., 2015
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[-Objectif :

Dans le cadre de la valorisation des ressourcesatiat des plantes médicinale, notre objectif
principal consiste a I'évaluation de quelques &@ésvbiologiques des extraits de la plante
saharienneCitrullus colocynthissous le théme Contribution a I'étude des activiti@ogiques

de quelques extraits dtrullus colocynthis

Dans un premier temps, nous avons déterminé, gtraditnent, nos extraits en composition
chimique par un screening phytochimique aprés lextraction; Suivi d'une d’analyse
qualitative préliminaire du contenu phénolique des ndifférents extraits par de la

chromatographie sur couche mince (CCM).ainsi, faux en polyphénols a été déterminé.
Dans un deuxieme temps, nous avons évalué lestéstiologiques suivantes :

« Détermination des concentrations minimales inhdet (CMI) par la méthode des
Micro-dilutions sur milieu liquide et vis-a-vis degouches fongiques ainsi que quatorze
souches bactériennes de références, et sur miliiele €t vis-a-vis 4 souches fongiques.

% Evaluation de I'activité antioxydante par deux noékbs: piégeage du radical DPPH' et
pouvoir réducteur du fer.

« Etude de la cytotoxicité des extraits vis-a-vis éisghrocytes.
II. Enquéte ethno pharmacologique :

Afin de recenser I'utilisation thérapeutique @iirullus colocynthisutilisées par la population
algérienne dans Difféerentes Wilayas de I'Ouestragé une enquéte ethno pharmacologique a

été meneée, a l'aide d’'un questionnaire, entre s di®ctobre 2015 et le mois de Juin 2016.

L’enquéte a été effectuée auprés de 30 interrogeopnes habitants villes et villages de trois
Wilayas de la région Ouest de I'Algérie. Tous leteirogés ont été informés sur I'objectif de

cette étude.
[I.1.Description de la zone d'étude :

Cette étude a été réalisée a travers trois Wildgd®uest algérien réparties selon un axe Nord-
Sud : Béchar, Nadma, El Bayadh, couvrant ainsiiglws étages climaciques : un climat
méditerranéen dans le littoral au Nord du pays,i-seitle dans les Hauts Plateaux et aride a

travers le Sahara
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La wilaya de Nadma :Située entre I'Atlas tellien et I'Atlas saharien;Guest de I'Algérie, a
plus de 1000 metres d'altitude sur les hauts platezlle est voisine au Nord avec les wilayas
de Tlemcen, Sidi-Bel-Abbes et Saida, a I'Est ail#-Bayadh et au Sud celle de Béchar et a la
frontiére avec le Maroc a I'Ouest. Le climat esnsaride. Elle s'étend sur une superficie de
29950 km2 pour une population estimée en 2008 a#Z0%habitants@NS Algérie, 2008.

La wilaya d’El Bayadh : Elle fait partie intégrante de la région des Haltteaux steppiques
du Sud-ouest algérien. Elle présente trois gramdess distinctes : Au nord : les Hautes Plaines
; Au centre : l'atlas saharien ; Au Sud la : Pragehne. Elle est délimitée au Nord, par les
wilayas de Saida et de Tiaret; a I'Est, par leaya$ de Laghouat et de Ghardaia ; au Sud-est,
par la wilaya d'Adrar ; au Sud-ouest, par la wildgaBéchar ; a I'Ouest, par la wilaya de Naama
; au Nord-ouest, par la wilaya de Sidi Bel Abbélie E'étend sur une superficie de 78870 km?2
pour une population estimée en 2008 a 262 187drabiONS Algérie, 2008).

La wilaya de Béchar :située a 1 150 km au sud-ouest de la capitale Alg8b2 km au nord-
est de Tindouf et a environ 80 km a l'est de latfese marocaine. Béchar est la plus grande
ville du sud-ouest algérien, sa population estle724 habitants Elle est délimitéau nord
par la wilaya de Nadma et a l'est par la wilaya Bdyadh, au sud par les wilayas d'Adrar et de

Tindouf a lI'ouest par le Maroc.
[1.2. Questionnaire :

Le formulaire du questionnaire de I'enquéte (Anrigxe&e divise en trois Parties permettant de
récolter des informations portant sur la plantejext questions liées a l'utilisation des plantes

dites médicinale : la coloquinte par cette popafati
1. L’informant : Prénom, age, sexe, fonction et aaise.

2. L'information générale sur l'utilisation de lacoloquinte :

- Fréquence d'utilisation de la plante ;
- Nom du plante : nom vernaculaire;
- Parties utilisées : tiges, racines, feuillesjrggs, partie aérienne, ... ;

- Mode de préparation : décoction, macération Siafu,. .. ;

3. Date et source d’information.
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[ll. Matériel végétal :
Dans notre étude nous avons utilisé une plantdiandle, il s'agitCitrullus colocynthis
[l .1.Situation géographique de la zone de récolte

La partie aérienne de la plante étudaété récoltée dans deux régions differentes i @émf
dans la wilaya de Béchar, El Abiodh sidi cheikmslka wilaya de El -Bayadh(Figure n°22).

La zone du Béni ounif (Béchar) couvre une superfie 1660000 hectares soit 16600,00 kmz,
Et avec des coordonnées geéographiques bien détsrngoit en décimales ou bien

sexagesimales sel¢g®@NS Algérie, 2008).

La zone du El Abiodh sidi cheikh (El -Bayaglest un vaste chaines montagneuses qui sont
presque dépourvues de végétation. Elle est caisetgar une précipitations comprises entre
364 mm/an au nord et 100mm/an au sud elle couveesuperficie de 1 602 330 hectares 16

023,30 km2 avec des coordonnées géographiquestidies selonfONS Algérie, 2008).

On ne récolte que les fruits matures a une jouendeleillée, le végétal récolté est ramassé dans

des endroits ou il n’est pas répondu d’engrais jum

Le tableau n °10 représente les parametres géaguashet bioclimatiques des stations d’étude.

Tableau n°1C: Parametres géographiques et bioclimatiques diésrstal’étude

Quantité du la plante traité | 700-900g 700-900g

Lieu de récolte Béni ounif El Abiodh sidi cheik
Durée de séchage 20-30jours 20-30jours

partie utilisée et leur état fruit entier sec fruit entier sec
Date de la récolte 22/10/2015 07/11/2015
Longitude -décimales -1.25° de longitude. Longitude: 0.53936

- sexagésimalesngitude ouest 1°15" jo 39 oo £t

latitude -décimales : 32.05°. de latitude Latitude: 32.8986,
sexagésimales : latitude nord 32° 3' 32° 53 55" Nord

Altitude(m) 830 m 904 m
Etage bioclimatique Aride a hivers frais désertique sec et
chaud

Page 54



Matériel et méthodes

[11.3. Récolte et séchage:

Le matériel végétal a été récolté fraichement ais f@ctobre au niveau de la région de Béni
ounif et au moins du Novembre au niveau de la régie EI Abiodh sidi cheikh.
L’identification botanique a été faite au niveau ldéoratoire Antibiotique, Antifongique :
physico-chimie, synthése et activité biologiquepatéement de biologie; Faculté des Sciences
de la Nature et de la Vie, des Sciences de la BerféJniversité de Tlemcen.

Au sein de notre laboratoire, les fruits sontstriéoupés et séchés a température ambiante et a
I'abri du soleil pendant quelques semaines.

hY

Afin d'éliminer toutes traces d'eau, la plante th ééche a été complété a I'étuve a
T=45C°.Aprés séchage, les fruits ont été ensuitgdms en poudre fine & I'aide d’'un moulin a
Café puis a été récupérées et conservées adaltiumidité dans des flacons en verre, sur
lesquels le nom et la région du récolte sont mants., jusqu'au jour d'utilisation pour des tests
phytochimiques et biologiques .la figure n°21 pda aspect (couleur et I'état du plante) aprés
le séchage.

Figure n°21: le fruit entier de Citrullus colocynthis aprés é&ebagdphoto originale).
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Figure n°22 : Carte de I'Algérie présentant les Situation gapbique des zones de collecte
(Encarta, 2006)

IV. Les extractions :
IV.1 Préparation des extraits :

Il existe différentes méthodes d’extraction quitsparticulierement adaptées a I'extraction des
composés naturels. Parmi celles-ci, la macératitan @d2coction se sont des techniques simples
et faciles. A partir des résultats de I'enquétenethpharmacologique et des données
bibliographiques, nous avons sélectionné troisastdbk/ méthanol, hexane, acétate d’éthyle et
ces extractions ont été effectuées sur le fruittemment sur lesquelles porte notre étude

expérimentale:
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IV.1.1 Extraction par macération hydro-methanolique:

Tout d’abord pour I'extraction nous avons chossitéchnique est celle utilisée FBIHENG-
HSIEN et al., 2007Une quantité de 10 g du fruit entier (grainespputt épicarpe) est prise
dans un erlenmeyer, a laquelle nous avons ajoufénmlOd’eau froid /méthanol-20/80ml)
pendant 24 heures sous agitation, a températuréaar@ppendant 24 heures .Puis Filtre le
mélange sur papier filtre Wattman N° 01. A la fie@ I'extraction, les fractions obtenus sont
récupérées dans un flacon et conservées a 4°@radeala lumiére jusqu’au moment de leurs

utilisations .Les étapes de I'opération est aglie a été représente dans le figure n°23

Figure n°23: macération hydro-méthanolique

I\VV.1.2. Décoction de I'extrait hydro-méthanolique EM) :

Dans 100 ml de mélange eau/méthanol (20/80), 10 fguit entier (graines, pulpe épicarpe)
broyé est soumis a une extraction sous reflux, @adhet sous agitation pendahtheurs-
mélange. Puis on fait la filtration du mélange gapier filtre Wattman N° 01 et récupération
du filtrat.aprés la évaporation a sec du filthus avons récupérdextrait sur les parois du
ballon d'évaporation .les étapes d’extraction soemtionnes brievement dans la figure n° 26

est celle utilisée pafarborne (1998)
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Sortie d'eau
Réfrigéra
Entrée d'ea
BALLON RONDE
Chauffe ballo

figure n° 24 : montage de dispositif de la décoction

IV.1.3.Décoction en présence d’acétate d'éthyle :

Dans 100 ml de solvant polaire acétate d’éthylgy ti fruit entier (graines, pulpe et épicarpe)
broyé est soumis a une extraction sous refluxaaidtlet sous agitation pendant 2heurs. Puis on
fait la filtration du mélange sur papier filtvéattman N° 01 et récupération du filtrat.aprés la
évaporation a sec du filtrat. Nous avons récupkegtait sur les parois du ballon d'évaporation

les étapes d’extraction sont mentionnes briéwenaans la figure n°25.
IV.1.4 .Décoction en présence de hexane :

Dans 100 ml de solvant apolaire hexane 10 g dui éntier (graines, pulpe et épicarpe) broyé
est soumis a une extraction sous reflux, a chasst agitation pendant 2heurs. Aprés qui a
laissé la solution refroidir on fait la filtratiotu mélange a I'aide d’un papier filtre Wattman
N° 01 .ensuite la phase organique récupérée apbéde a sedNous avons récupérée .L’extrait
hexanique sur les parois du ballon d'évaporati@s. étapes d’opération sont réesumées dans la

figure n°27.
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e
1

B o e
1

Figure n°25 : schéma explicatif pour préparation du extragicédtate d’ethyle a partir du
fruit entier de la coloquinte(shenghsieral., 2007

Page 59



Matériel et méthodes

Sous agiﬂ'm24h1

i Evaporation par \
' rotavapor & 60°C i -

sous reflux l

decantation

l

Evaporation par
rotavapor & 60°C |

_______________

Figure n °Z6: schéma explicatif pour préparation des extraitsthanoliques a partir du
fruit entier de la coloquinte(shenghsieral., 2007
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Evaporation par :
rotavapor a 60°C :
|

_______________

Figure n°27 : schéma explicatif pour préparation de I'exthekanique a partir du fruit entier de
la coloquinte.

IV.2.Détermination du rendement des extraits secs :
Dans ce volet de notre travail, afin de pouvoicahdr le rendement de chaque extrait.

Premiérement I'extrait aqueux est récupéré seéymporation de I'eau dans une étuve a 50°C.
Par conséquence, le rotavapor est utilisé a unpéexture de 60°C pour évaporer les extrait ;
méthanoique, d’acétate, hexane.

Nous pouvons déterminer le rendement (Rdt) dedatplen extrait sec en calculant le rapport
du poids de I'extrait sec apres évaporation spoids de la matiére végétale seche utilisée pour
I'extraction, multiplié par 100%Bekhechi Benhabib,2001)

Le rendement de I'extrait sec obtenu apres évapordé chaque extrait est calculé

Selon le rapport suivant:

E Rt (%) =W

P1: Poids du ballon aprés le séchage.
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P2 : Poids du ballon vide.
P3: Poids de la matiére végétale de départ.
Les rendements sont calculés par rapport a 10ngadiére végétale séche.

% Les extraits secs sont repris, soit dans quelquiébtras de méthanol pour les dosages
et les évaluations de l'activité antioxydante, siaihs quelques millilitres de DMSO

pour I'évaluation de I'activité antimicrobienne.

Le montage d’évaporation par le dispositif de vatmor sont est représente dans la figure n° 28

ballon ronde

ballon du
récupération
du

solvant

bain marie

Figure n° 28 : Montage de dispositif de rotavap{iaboratoire du centre universitaire du
Naama 2016)

V. Les analyses qualitatives :
Aprés I'extraction par des trois solvants de pt#ardifferentes (hexane, méthanol,
acétate d’éthyle). Chaque mélange est filtré ettrig@is extraits sont soumis aux

différents tests.
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V.1. Tests phytochimiques (Screening phytochimiqug

Il s'agit d'une analyse qualitative qui permettbmicaractériser les différents groupes chimiques
contenus dans un organe veégeétal.il basée surédesans de coloration et/ou de précipitation
ainsi que sur des examens en lumiere ultra violeffectuée sur les extraits préparés
précédemment dans le but de mettre en évidenagsanre ou I'absence de certains composés

chimiques : les flavonoides, les tanins, les su@égcteurs, les coumarines, et les saponosides.

Ces tests sont réalisés en présence de certartifs@ke caractérisation. Les résultats ont été
évalués comme suit : +++ : Fortement positif ; +Moyennement positif ; + : Faiblement

positif ; - : Négatif ; ND : non déterminé.
1. Les alcaloides :

Les tests sont réalisés par des réactions de fieditip avec les réactifs de Mayer, de Wagner et
Dragendorff.(L Majob, 2003) .6 mL de chaque extrait sont évaporés a secsidu@st repris
par 5 mL d’HCI 2N. Dans trois tubes a essai comierdanL du filtrat, nous avons ajouté 5
gouttes de réactif de Mayer dans le premier tulgguites du réactif de Wagner dans le second
tube et 5 gouttes du réactif de Dragendorff dansdisiéme tube, I'apparition d'un précipité
blanc, brun et orange, respectivement, réveledaquce d alcaloides :

= réactif Mayer: précipité blanc jaunatre.
= réactif Wagner: précipité rouge orangé ou brun.

= réactif de Dragendorff : précipité orange.
Les réactifs de Mayer, de Wagner eR#mctif de Dragendorféont préparés comme suite:

Réactif de Dragendorff: (Tétraiodobismuthate de potassium) ou appelle arésitif a
I'iodobismuthate de potassium : Solution A : DissoD.5g de bismuth nitrate (Bi (NO3)3 5
H20) dans 20 ml d’acide acétique 20% ; Solution Bnl de KI préparée a 40% dans I'eau
distillé ; Mélanger A et B et Ajuster & 100ml paau distillé.

Réactif de Mayer : Solution A : 1.358g de chlorure de mercure HgCI2t sissous dans 60 ml
d’eau distillée ; Solution B : 5g d’iodure de patiasn Kl sont dissous dans 10ml d’eau distillée
;Les solutions A et B sont mélangées extemporantetele volume final est ajusté a 100ml

avec d’eau distillée.

Réactif de Wagner :2g de Kl et 1,27g de | sont dissous dans 75ml dékstillée, puis ajustés
a 100ml avec d’eau distillée.

Page 63



Matériel et méthodes

Figure n° 29: les trois réactifs wagner ,mayer, dragendorff .

2. Les substances polyphénoliques :

a. Tanins :

Dans un tube a essai, introduire 5 ml d’extraihalgser, ajouter 1mL d’eau et 1 a 2 gouttes de
solution aqueuse de FeGliluée a 1%. le chlorure ferrique développe uneration verdatre

ou bien bleu verdatres qui indique la présencdatess.(Karumi et al., 2004)

-L’apparition d'une coloration verdatre foncée md la présence des tanins catéchiques.

-L’apparition de la coloration bleu-noiratre quvéde la présence des tanins galliques.
b. Flavonoides :

A 5 ml d’extrait a tester, ajouter, 1 ml d"alcosbiamylique, quelgues copeaux de magnésium
et quelques gouttes d’acides chlorhydrique (HCipgdarition d"une coloration rose ou rouge

indique la présence des flavonoid@g&rumi et al., 2004)
c. Anthocyanes :

A 1mL de l'extrait, nous avons ajouté 5 mL d'acidelfurigue (HSQw) a 10% puis de
I'nydroxyde d’ammonium (NEOH) & 25%. Si la coloration s’accentue par acidifin, puis
vire au bleu-violacée en milieu basique, cela pémeeconclure la présence des anthocyanes
(Oloyede, 2005)
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3. Quinones :

Les substances quinoniques sont recherchées péadef de Bornstraégen. 2 mL de chaque
extrait est évaporé a sec. Le résidu est triturés damL d’acide chlorhydrique 37% au 1/5. Le
triturat est versé dans un tube a essai et podaitenau bain-marie pendant 30 min. Apres
refroidissement, il est extrait par 20 mL de chforme. L'ammoniaque diluée 2 fois (0,5 mL)

est ajouté a la solution chloroformique. Une cdiorarouge ou violette confirme la présence
de quinonegOloyede, 2005)

4. Saponines: Indice de mousse

bY

Dans une série de 10 tubes a essai numérotés dd0l i@atroduire respectivement 1, 2,
3,...,10ml de la solution a analyser. Ajuster le wadude chaque tube a 10 ml avec de I'eau
distillée. Agiter chaque tube dans le sens derlgdeur du tube pendant 15 secondes a raison de
2 agitations par seconde. Laisser reposer 15 mmesurer 'hauteur de la mousse produite

dans chaque tube.

L"indice de moussd ) est calculée par la formule suivante=:1000 /N
N est le numéro du tube ou la hauteur de moussgalst & 1 cm.

5 .Coumarines : Fluorescence UV

5 mL de chaque extrait est évaporé a sec. Le r@éidiiobtenu est repris dans I'eau chaude. Un
volume de cette phase aqueuse est additionné dalngon d'ammoniaque (NH40H) a 10% et
un autre volume est gardé comme témoin. L'apparitie fluorescence apres observation sous
UV a 366 nm indique la présence de coumarif@snmehdi, 2000)

6. Stérols et triterpénes : La réaction de Lieberman Buchard.

Evaporer & sec 10 ml de la solution & analysesodire le résidu dans 5 ml d’anhydride
acétique puis 5 ml de chloroforme. A I'aide d"umgefie ajouter 1 ml de #3$Qs concentré au

fond du tube sans agiter. Laisser reposer 30 nsnuteformation d’un anneau rouge brunatre a
la zone de contact des deux liquides et une cadoraiolette de la couche surnageant réevélent

la présence de stérols et triterper{Esleoga et al., 2005)
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7. Composés réducteurs :

Introduire 2 ml d’extrait dans un tube, ajouter Rdm liqueur de Fehling (1ml réactif A et 1ml
réactif B) et incuber 'ensemble 8 min dans un baarie bouillant. L'apparition d’'un précipité
rouge brique indique la présence des composéstetaac

Figure n °30: liqueur de Fehling

V.2. Chromatographie sur couche mince :
V.2.1.Principe de la méthode

La chromatographie sur couche mince (CCM) reposecipalement sur des phénoménes
d'adsorptions; la phase mobile est un solvant oméliange de solvants, qui progressent le long
d'une phase stationnaire fixée sur une plaque de wve sur une feuille semi-rigide de matiére
plastique ou d'aluminiunSmaoui etal,.2009).Cette partie de notre travaille nous permettra de
procéder a un fractionnement de nos extraits, qot ges extraits brut contenant plusieurs

composants, dans ce but nous nous somme baséa SIEM comme technique d'analyse
qualitative afin de nous orienter sur la compogitites nos extraits EM(d) et EM(d) og de

fruit de la coloquinte.

Une plaque CCM en gel de silice (20x20 cm) a éiléisé¢ dans trois systéemes de Migration
pour mieux séparer les différents composés polyafgres éventuellement présents dans nos

extraits :

Systeme 1 : Les alcaloides : méthanolfQH(85/15ml)
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Systéme 2 : Les flavonoides : chloroforme/méth&@20ml).

Systéme 3 : Les terpéenes : benzéne/acétate (50/50ml

Nous déposons 5ul de chaque extrait. Le dévelopmedas plaques s’effectue dans des cuves
en verre saturées avec I'éluant approprié. Ledautess migreront a une vitesse qui dépend de
leur nature et de celle du solvant. Apres dévelomrd, les plagques ont été séchées, puis
visualisées séparément par Une lampe UV3G6 nm. L'interprétation qualitative des
chromatogrammes s'effectue par la déterminatiorfadsurs de rétentioRf, Le rapport frontal

calculé selon la formule suivante :

Distance parcourue par la substance

Rf =
Distance parcourue par le solvant

VI. les Analyses quantitatives :
VI. 1.Dosage des composés phénoliques :

Si les tests de la présence des polyphénols, aesntbides et des tanins donnent des résultats

positifs, vous passez a la quantification par miég¢hepectrophotometre.
1-Détermination de la teneur des Polyphénols totaux

Ce dosage repose sur la méthode colorimétriquisarttl le réactif de Folin-Ciocalteu. Décrite
par Awah et ses collaborateurs 201Ze dernier est constitué d'un mélange de compldres
I'acides phosphotungstique (H3PW12040) et I'acitegphomolybdique (H3PM012040) de
couleur jaune. Le principe de la méthode est basBoxydation des composés phénoliques par
ce réactif. Elle entraine la formation d'un nouveamplexe molybdéene-tungstene de couleur

bleu qui absorbe a 700 nm.

Le dosage de Polyphénols totaux (PT) est effectuélgp comparaison de la densité optique
(D.O) observée a celle obtenue par un étalon déagallique de concentration connue selon la
méthode décrite pd(Vermerius et Nicholson, 2006); (Boizot et charpentier, 2006)].Ce
dosage est représenté dans le tableaBehliba etal., 2013).

Une prise de 12hL d’extrait convenablement de concentration 525mgim El Abiodh Sidi
cheik et du 525 mg/ml du Béchar dilué est mise dansube en présence de 500 d’eau
distillée et de 125l du réactif de Folin-Ciocalteu. Apres agitatiorgoiireuse et repos du
mélange pendant 6 mn, 12h0 d’'une solution de carbonate de sodium (Na2CO3)% sont
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ajoutés et le mélange est ajusté a 3 ml avec de Hestillée. Le tube est placé au repos pendant
90 mn & température ambiante et a I'obscurité,isnbabsorbance est mesurée a 760 nm

Une gamme étalon a été réalisée en parallele ldamsémes conditions opératoires en utilisant
I'acide gallique a différentes concentrations fasa(6 ,25/ 12,5/ 25/ 50/ 100/ 200/ 4Q@)ml -

1. Les teneurs en polyphénols totaux sont exprire@emilligramme équivalent acide gallique

par gramme de matiére végétale séche (mg EAG.g)l(kBleau n°11).

La teneur ou la concentration en polyphénols tofaesents dans nos extraits est

exprimée en ug Eq d'acide gallique/ mg d'exéstitcalculée selon la formule suivante:

[Polyphénols]= a. f/ C J

+ a:concentration des polyphénolgy(/ ml) déterminée a partir de courbe étalon.
+ f: facteur de dilution (x22).

% C : concentration d'extrait.

Tableau n“11: Dosage de polyphénols totaux du fruit de la cologpi

Concentration |6.25 | 125 25 | 50 | 100] 200 40d EM(@EM()

de l'acide 08 32

gallique (ug/ml)
Volume de 125 | 125 | 125 | 125| 125| 125 12§

I'acide gallique

(1)
Les extraits (pl) 125 125

Blanc AVEC
MeOH
NaCO3 pl 1250| 1250| 1250| 1250| 1250| 1250| 1250| 1250 1250 | 1250

125

1ére Incubation pendabtmin a température ambiante
Folin Ciocalteu | 125 | 125 | 125 | 125| 125 125 125 125 12

(ul)

1®Al
=
o
6}

2éme Incubation pendant 30 min ampérature ambiante et & I'obscurité

Lecture au spemphotomeétre a 700 nm
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VII. Evaluation des activités biologiques des extiiés bruts :
1. Matériel biologie:
1. 1. Microorganismes :

Les différents extraits de plantes ont été testdsuse gamme panel de micro-organismes
références comprenant des bactéries, des momssstiune levure sont mentionnées dans le
tableau n °12. Elles sont entretenues par repagiagccessifs sur gélose nutritive sabouraud et
le PDA (potatos dextrose d’agarles souches bactériennes et levure proviennent le
Laboratoire Antibiotiques, Antifongiques : Physidthimie, Synthése et Activité Biologique,

du département de Biologie (Université de Tlemadols que les moisissures qui nous

ramenées ont été isolées, identifiées par le #abioe de recherche sur la valorisation des
ressources vegetales et la sécurité alimentaire ldarzones semi-arides du Sud-ouest algérien

de l'université de Bechar.).
1. 2. Globule rouge :

Les tests sur la cytotoxicité sélective des exraiint été effectués sur le globule Rouge humain

(modéle universel de cellules animales) provenamt donneur unigue sain.
2. METHODE :
2.1. L’activité antimicrobienne de la C, colocynths :

Dans cette partie, nous recherchons des composéscaobiens synthétisés paitrullus

colocynthis plante médicinale connues pour leurs propriétésagreutiques.
2.1.1 Préparation des solutions des extraits:

Nous avons préparé une solution mére (2ml) dangpraivette de 5ml a partir de notre extrait
méthanolique par décoction .Les extraits étudiés dissouts dans le diméthylsulfoxyde
(DMSO) a une concentration de 275mg/4QQu extrait EM(d}2 et 549 mg/400QL du

extrait EM(d)s. La concentration finale en DMSO dans le milieudes8% et 13.70%.Ce
volume a été complété par le Bouillon Mueller Hm{®HB) jusqu’a 2 ml (200@L). (Pour le
test antibactérien) et Sabouraud (pour le test@atidida). Ensuite, nous avons mélangé la

solution manuellement et la filtré aseptiquemeldide d’un filtre stérile(Burt, 2004).
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Tableau n °12Description et pouvoir pathogéne des souches testée

GRAM Especes de Références Pouvoir pathogene
microorganisme

| Enterobacter cloacea ATCC 13047 | Infection nosocomiale

% Escherichia coli ATCC 25933 | Gastro-entérite et infection urinaire

) Pseudomonas aeruginog ATCC 27853 | Infections nosocomiale et pulmonaire

o Salmonellatyphimurium | ATCC 13311 | Fiévre paratyphoide et toxi-infection A

° Klebsiella pneumoniae | ATCC 70603 | Infections respiratoires, intestinales

m Citrobacter freundii ATCC 8090 Infections urinaires et de plaies
Pasteurella multocida | ATCC 43137 | Cholera des poules et septicémies
Campylobacter fetus ATCC 27374 | Infection intestinale
Salmonella enterica ATCC 13311 | Infection septicémique
Listeria monocytogenes | ATCC 19 115 | listériose

% Bacillus cereus ATCC 11778 | Infection alimentaire

§ (’5 Bacillus subtilis ATCC 6633 Septicémies chez les immunodéprimés

. Staphylococcus aureus | ATCC 25923 | Intoxication alimentaire

§ (45 Enterococcus faecalis | ATCC 49452 | Infections nosocomiale et urinaire

o Candida albicans IP 444 Infections fongiques (digestive et

; ATCC 10231 | gynécologique , Septicémies et infectig

9 viscérales, Candidoses superficielles
Fusarium oxysporum CDRb9 Parasite de plantes, fumonisine

% Aspergillus flavus VD7 Producteur d'aflatoxines B1

5 Aspergillus niger CBRb6 Infection respiratoire, aspergillomes,

% taches noires sur la plante

© Aspergillus ochraceus | VDAC1 Aspergillose broncho-pulmonaire et

= production ochratoxine A
Rhizopus stolonifer CDAC2 Mucormycose/rhino-cérébrale, pulmona

ATCC: American Type Culture Collection. IP: Instifdasteur

2.1.2. Préparation de l'inoculum :

a. Préparation de pré-culture :

Les tests de l'activité antimicrobienne doiventétalisés a partir des cultures jeunes de (18 a

24 heures) en phase exponentielle de la croisshaceactivation des souches s’effectuée par

ensemencement de I'espéce bactérienne ou fongansewh milieu de culture liquide (bouillon

nutritif ou bouillon sabouraud, respectivement)@gprincubation de 24 heures a 37°C
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(bactéries) ou 48 heures a 30°C, un deuxiéme ragajest réalisé sur des boites de pétri
contenant de la gélose nutritive, GN (bactéries) sabouraud gélose (levures) et PDA

(moisissure)puis, incubées a 37°C ou 30°C pendartielires ou 24 heures, Respectivement
(Hellal,2017).(figure n °31)

Figure n°31 : les étapes du préparation du pré-cul{pteto originale)

b. Préparation de la suspension microbienne:

A partir des cultures jeunes qui ont été revifigasla gélose nutritive (bactéries) ou sabouraud
gélose (levures), ou le PDA(moisissure) nous aymekevé cing (05) colonies bien isolées et
identiques dans 5 ml d'eau physiologie stérile,téi@ manuellement pendant quelques
secondes. . La turbidité est ensuite ajustée auwdatd McFarland 0.5 avec un
spectrophotomeétre ce qui correspond 3JELC/mI, pour les bactérig®O = 0.08 & 0.1 A =
625 nm) .Selon la standardisation de Mc Farland, nousettchms une DO comprise entre 0.08
et 0.1 correspond & une concentration d&JET/ml; la suspension d'inoculum est diluée a
1/100éme dans le milieu de culture pour avoir wrecentration de PUFC/ml.). Les cultures
ont été diluées avec bouillon Mueller-Hinton pows Ibactéries (Hellal, 2011). 1-5 x
10PUFC/mI pour les levure¢DO = 0.09 a 0.17 A = 530 nm) (NCCLS, 2001) Pour les
champignons, les souches ont été revifiées etriadité a été ajusté a 0.5 McFarland, ce qui
correspond al1-5 x $0FC/ml pour la levuree. albicans(D.O = 0.12 & 0.15 X = 530 nm)
(NCCLS, 2001) et 10spores/ml (D.O = 0.09 a 0.17»/= 530 nnj, pour les champignons

filamenteux (Pfaller et al., 1998).Pour les moisissures, les suspensions (préparéestia
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d’une culture de Jours ayant atteint le stade de sporulation suiemiPDA sont ajustées a°10
spores/ml, ce qui correspond a une transmittan@&8eB2 %(A = 530 nm)(Pfaller et al, 1998
bouillon Sabouraud poue. albicans et une solution saline stérile pour les souchegifpres,

afin d'atteindre des densités optiques (D.O) cpomedantes pour chaque test.

Deux méthodes différentes ont été utilisées pouatetarmination de I'activiténtimicrobienne,
in vitro : une méthode de micro-dilution en bouillon pas bactéries et les champignahda

méthode en contact direct pour les moisissures.

2.1.3. Détermination des concentrations minimalesibitrices (CMI) par la méthode des

micro-dilutions sur milieu liquide:

Ce test en milieu liquide a pour objectif de ddéieer les valeurs des parameétres
Antimicrobiens dont la Concentration Minimale Initilce (CMI) La méthode décrite par

Okusaet al (2007) avec une Iégere modification, a été employée
2.1.3.1. Activité antibactérienne :

Le Bouillon Mueller Hinton (MH) (pH de 7,2 a 7,4ktelargement utilisé comme milieu
standard pour la micro-dilution en plaque. Il permmee meilleure croissance de la plupart des
bactéries pathogenes non exigeantes, en plus ddagua effet antagoniste vis-a-vis des

antibiotiques. Ce bouillon est considéré commeeanite référence.

A partir du la solution mere qui était consideocenme premiére concentration et une gamme
de concentrations de chaque extrait est effectaéelgs dilutions au demi dans les milieux de
culture dans des onze tube de fagon a obtenditlg®ns successives.

A patrtir d’'une culture microbienne de 24 h d’inctiba, une pré-culture pour atteindre la phase

exponentielle de croissance microbienne est prépbahge fois sa densité optique obtenue, cette
pré culture est utilisée pour préparer un inocutierl® UFC/mI (pour les bactéries dans une

solution de chlorure de sodium (0.9%). Pour chaligree de la microplaque, nous avons
déposés 5 de l'inoculum dans les 12 puits a I'exceptionplits N°12 qui servira de puits de
contrdle de contamination, qui contient seulemerBduillon Mueller Hinton, comme témoin
négatif (100ul).Nous avons ensuite ajouté hDde la solution de I'extrait dans les 12 puits a
I'exception du puits N°11let puits N°12.le puits N°4ervira de témoin positif(croissance sans

extrait). Les concentrations finales de la gammsiajénérée sont comprises entre 208 et 0.40
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mg/ml. Les plagues sont scellées avec un alumirstérile et placées dans une étuve a 35°C
pendant 24 heures.

La lecture du résultat s’effectue a I'ceil nu adwide d'une source de lumiére sous la
microplague pour visualisé si il y'a une inhibitimu non (la croissance sous forme une

trouble). [Espinel-Ingroff et Canton., 2007).

50ul extrait solubilises dans DMSO avec differentes
concentration +50ul d’inoculum bactériennes

J MBH-+inoculum J

— — —
208mg OB
@ OTDOD D D N D 0> 0> @‘

»

MBH

\ |
Figure n°32: Utilisation de la microplaque (la méthode desrondilutions sur milieu liquide)
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La plus faible concentration de chaque fractiommmatrant aucune croissance sera considérée
comme la concentration minimale inhibitrice (CMlglle est confirmée par la un

ensemencement sur milieu sol{@@&_SI-M7-A7 2006).
2.1.3.2. Activité antifongique :

Nous avons utilisé la méthode décrite28®2 par Clinical and Laboratory Standards Institute
M27-A2 (CLSI). C’est la méthode de référence qui permet deertebefficacité des
antifongiqgues et de déterminer les CMI correspotear(CLSI-M27-A2 2002). La
concentration minimale inhibitrice (CMI) est déBntomme étant la concentration la plus faible

de la substance antimicrobienne qui inhibe la sesise des microorganismes.
2.1.3.2.1. Le principe :

Cette méthode est d’évaluer la capacité des lewveir@oisissure a produire une croissance
visible dans les puits d’'une microplaque a fonddr{én 96 puits) contenant le milieu de culture
liquide, en présence de concentrations décroissatiteiile essentielle. Le milieu de culture

préconisé pour cette technique est le bouillon RER&Iswell Park Memorial Institut Nous

avons utilisé ce milieu a pH 7,0.

2.1.3.2.2. Mode opératoire :

Les souche€andida albicangonservées dans sabouraud gélose a 4°C, sont ercssaaans
sabouraud liquide a 35°C pendant 24 h, puis réemisedes en strie sur boite de pétri contenant
de sabouraud gélose a 35°C pendant 20 h, nous pxé&rgé 5 colonies d’un millimeétre de
diamétre, que nous avons placé dans un tube acesganant 5 ml d’eau physiologique stérile.
La concentration cellulaire de cette solution estuéte ajustée a §@ellules/ml (une DO de

0.08 2 0.1\ =625nm) Une dilution au 1/18 est effectuée pour avoir un inoculum final de

10° cellules/ ml.

Pour les champignons filamenteux, I'inoculum dareéréparé a partir d’'une conidie ou une
suspension sporangiospore obtenue a partir deresiltle 7 jours cultivés sur gélose au dextrose
de pomme de terre a 35 °C. Certains isolats orgifelune incubation plus longue (plus de 7
jours) pour produire des conidies. Récupérer lesdees par mouillage d'anse de platine dans le

Tween 20 et transférer la pleine anse de conidias 8 ml de solution saline stérile.

Vortexer la suspension de conidies vigoureusememidant 15 a 20 s afin de prévenir

l'agglutination des spores. Laisser les particidesdes se déposer pendant 3-5 min, puis
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transférer la suspension a un tube stérile etal&jliaide d'un spectrophotomeétre (530 nm) a la
densité optique (DO) qui donne un stock suspensi®n0,4-5 x 10 conidies viables ou
sporangiospores par millilitre. La densité optiguaquelle I'inoculum doit étre réglé dépendra

de la taille des conidies.

Préparer une suspension de travail en diluantdeS@onidies stocks suspension dans le milieu
standard; bien mélanger avec un mélangeur a vdrésxdilutions 1:50 de l'inoculum

correspond au double de la densité nécessairagar®¥i4 a 5 x 10UFC/mI). Ou bienon peut
ajustée La concentration cellulaire de cette smiugist ensuite ajustée a 108 cellules/ml par
cellule de Thomas. Une dilution au 1/100eme estcafEe pour avoir un inoculum final de10"6

cellules/ml.

(T A

4‘3” [‘l R

Figure n°33: représente I'ajustement par cellule thor(@®to originale le 2016/0=

Pour chaque ligne de la microplague, nous avonssgsb(l de I'inoculum dans les 12 puits a
I'exception du puits N°12 qui servira de puits denttdle de contamination qui contient
seulement I'RPMI comme témoin positif (1Q0).

Nous avons ensuite ajouté hDde la solution de I'extrait dans les 12 puitsexdeption du

puits N°1let puits N°12.le puits N°11 servira dedén négatif (croissance sans extrait). Les
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plaques sont scellées et placées dans une étudCGandant 24 heurd€LSI-M27-A2
2002)

La lecture du résultat s’effectue a I'ceil nu a tai d’'une source de lumiére sous la microplaque
pour visualisé si il y'a une inhibition ou non @eoissance sous forme une troubl¢Espinel-
Ingroff et Canton., 2007) ; (Majoros etcoll., 2005)]

La plus faible concentration de chaque fractiommmatrant aucune croissance sera considérée
Comme la concentration minimale inhibitrice (CMlglle est confirmée par la un
ensemencement sur milieu sol{@@&_SI-M27-A2 2002)

2.1.4. Détermination des concentrations minimalesiibitrices (CMI) sur milieu solide :
2.1.4.1Croissance radiale sur milieu solide :
2.1.4.1.1) méthode direct :

Le test préalable de I'activité antifongique de egtraits a été réalisé. A partir de tubes
contenant des concentrations différentes soit xtaaie méthanolique du Béchar et /ou extrait
methanolique du Abiodh sidi cheik. tout d’abord gaenme de concentrations a été realise
nous prélevons différentes masse d’exttdit5, 5, 10, 25, 50,100 mgue I'on complet
aseptiquement chacun d’une a 20ml du milieu Psg¢atagar acidifié ). Convenablement
vortexer le contenu des tubes ou bien elles satésagnanuellement. Les tubes sont ensuite
versé dans des boites de péHilBAR et al., 2006)

Une boite pétrie contenant 20 ml du milieu PDAanssextrait est utilisée comme témoin. La
masse de l'extrait et Les concentrations des iextobtenus aprés mélange avec le milieu

PDAac sont resumées dans le tableau n°13.

L'inoculation sporale préparée est déposée auecel chaque boite un disque mycélien
d'environ 6 mm de diamétre d'une pré-culture de73jdurs. se fait A l'aide d'une anse de
platine, Pour chaque concentration 3 essai ontégigte. De plus, la croissance du champignon
est estimée par le diametre moyen de chaque colgmesure de deux diametres

perpendiculaires).

La croissance radiale mycélienne est mesurée a phrt3éme jour d’incubation a une
température de 28+4°C, et juste avant que lenéifds mycéliens n’atteignent la périphérie des
boites témoins €7"¢jours) [Soro etal., 2010 ); (Kra etal., 2009) (Wang etal., 2005]
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.Le principe de cette méthode est illustré dariglae n °34.et figure n°35.

Qextralt D

: Différents masse d’extrait -
| mise dans les tubes 1,2.5 5

20ml " ,,'

————————————————————

Potatose d’extrait
d agar acidifie

0.05 0.125 0.25 0.5 0.125 5

Les différentes dilutions sont verser dans dégbo
de pétri

X \, ,

F PDA ji PDA ii PDA ﬁ

[0.05] [0.125] 5]

Figure n° 34: schéma représente le procédeéCdoissance radiale de la souche fongique

sur milieu solide
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Boite test
- E - -t o
dépot du disque mycélien , // \\
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D
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millieu du cuture et I'extrait \\_ =5 / N
Boite temomn

Figure n°35: Principe d’évaluation d’activité antifongique dedraits par la
méthode de croissance radiale.

Tableau n°13 concentrations en extrait en citrullus colocynthtisenue avant et apres meélange

avec le milieu PDAac.

La masse | Concentration des extrait quConcentration des extrait
Numeéro de tube | des extraits | Béchar aprés mélange avedbiodh sidi cheik aprés
mg le milieu PDAac mgmi mélange avec le milieu
PDAac mg/ ml

1 1 0.05 0.05

2 2.5 0.125 0.125

3 5 0.25 0.25

4 10 0.5 0.5

5 25 1.25 1.25

6 S0 2.5 2.5

7 100 5 5

Expressions des résultats
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Apres incubation a 25 + 2 °C pendant 2 a 7 jourkeaant compte de la croissance de témoin,
les diametres sont mesurés a I'aide d’une redlextérieur de la boite fermée, on calcule
I'indice antifongique (Pourcentage d’inhibition)igst déterminé par la formu{é/ang etal.,
2005 ; Singh etl., 2009)selon :

Indice antifongique = (1-Da / Db) x100

Avec :
Da: Diametre de la zone de croissance de I'essai
Db : Diameétre de la zone de croissance du témoin.

Les boites ne présentent pas de croissance, laedidg] mycélium est transféré sur un milieu
PDA neuf pour confirmer s'il s’agit d'un effet foisgatique ou fongicide. Apres I'inhibition de

la croissance on détermine la concentration mirgnrddibitriceC.M.| des extraits testés.
2.1.2. Détermination des concentrations minimaleshibitrice:
a. La Concentration Minimale Inhibitrice (CMI ) :

Elle est définie comme étant la plus faible conedittn de I'extrait capable d’inhiber toute
croissance visible du germe. Elle mesure donc figh leactériostatique et ne renseigne pas sur
I'état de la population bactérienne, ne permetiatdimment pas de préciser si elle a été tuée en
partie ou totalement ou si elle a seulement cessé&ed multiplier(Bergogne-Bérézin et

Brogard, 1999) La turbidité de chaque puits est appréciée d ticea la lumiére du jour.
3 .L’activité anti oxydante :
3. 1.Méthodes de détermination de I'activité antioxdante :

Les antioxydants sont des molécules qui, lorsgesedlont présentes a faibles concentrations par
rapport aux substrats oxydables, retardent ou stdpe processus d’oxydation. Pour évaluer
I'activité antioxydante des extraits naturels, @iféintes méthodes ont été développées.

Ces méthodes impliquent le mélange d’espéces oigslarels que des radicaux libres ou des
complexes métalliques oxydés, avec un échantilloncgntient des antioxydants capables

d’'inhiber la génération de radicaux. Ces antioxyslgseuvent agir selon deux mécanismes
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majeurs, par transfert d’atome d’hydrogéne ou parsfert d’électron. Ainsi, compte tenu des
différents facteurs impliqués, tels que les prdpséphysico-chimiques des molécules, il est
recommandé d'utiliser plusieurs tests pour confiromee activité antioxydant@Prior et al .,
2005).

C’est pourquoi notre choix s’est porté sur l'utition de neuf tests chimiques : la capacité
antioxydante totale (CAT), le pouvoir réducteurfdy le piégeage du radical 1,1-diphenyl-2-
picrylhydrazyl (DPPH), le piégeage du radical itk 2,2-azino-bis-3-ethylbenzothiazoline-6-
sulfonique (ABTS +), le piégeage du radical hydiexy*OH), le piégeage de I'anion
superoxyde (*O2-), le piégeage d’oxygene singulé], le blanchiment d@-carotene et le

pouvoir chélateur des ions ferriques.

Dans notre étude, la mise en évidence de l'actaitéoxydantein vitro de nos extrais des
composeés phénoliques a été réalisée par deux teEmchimiques a savoir : la réduction du

fer, le piégeage du radical libre DPPH.
3.1.1. Piégeage du radical DPPH :

Le DPPH est généralement le substrat le plus utilisé p@waluation rapide et directe de
I'activité antioxydante en raison de sa stabilité ferme radicale libre et la simplicité de
'analyse. A température ambiante, le radical DPPkesente, en solution alcoolique, une
intense coloration violette qui disparait au contione substance donneuse de protons (figure
n°36). Cette décoloration met en évidence le pauaotioxydant d’'un échantillon par sa
capacité a piéger le radical libre et se traduitypee diminution de I'absorbance de 517 nm a
520nm(Sanchez-Moreno, 2002)
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Figure n°36 : Mécanisme réactionnel d’'une réduction du DPRMec I'antioxydant
(Molyneux, 2009.

Pour la mesure de I'activité, une prise d’essdl dd d’extrait a différentes concentrations est
mise en présence de 2pD d’une solution de DPPH * (0.2 mM, préparée damméthanol). Le
mélange est placé pendant 30 mn a I'obscurité gagir et 'absorbance est mesurée a 517 nm
contre un témoin négatif (sans extrait). A des fios\paratives)antioxydants standards est

utilisé I'acide ascorbique (vitamine c) .

3.1.1.1. Mode opératoire :

Le protocole expérimental suivi pour étudier liaité du piégeage du radical libore DPPH, est
celui de Benhammou et al., 2007A difféerentes concentrations, 2d0de chaque extrait
méthanolique, est ajouté a 1800 d'une solution méthanolique de DPPH a 6,34.10-5 M
(0,0014g dans 100mL méthanol) suivi d’une diluBiarsuccessif pour chaque concentration un
blanc est préparé. En ce qui concerne le conté@dgtif, ce dernier est préparé, en paralléle, en
mélangeant 150QL du méthanol avec 50QL d’'une solution méthanolique de DPPH a la
méme concentration utilisée. Le blanc de l'appasille méthanol 2 ml. Apres incubation a
'obscurité pendant 30minutes et a la températungbiante, la réduction du DPPH
s’'accompagne par le passage de la couleur vi@ddtecouleur jaune de la solution. La lecture
des absorbances est effectuée a 515nm a l'aide spentrophotometre. Les résultats sont
exprimés en pourcentage d’inhibition, calculés eswdt la diminution de l'intensité de la

coloration du mélange, selon la formule :
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E Pl = (D.O témoin — D.O extrait / D.O témpk 100 D

PI : pourcentage d’inhibition.
D.O témoin at0: absorbance du témoin négatif.
D.O extrait a t30min: absorbance de I'extrait.

L’étude de la variation de I'activité antiradicais en fonction de la concentration des Extrait
permet de déterminer la concentration qui corred@oB0% d’inhibition (IC50). Plus la valeur

de IC50est Une faible valeur correspondant a uaedgr efficacité de I'extrait.

Tableau n°14:Dosage antioxydante du fruit de la coloquinte

Concentration de 6 3 15 | 0.75] 031 0.18 m m
I'acide = =

R R
ascorbiqgue (mg/ml) = @
Volume de l'acide| 125 125 | 125 | 125 | 125 | 125
ascorbique (ml)
Les extraits (pl) 125 | 125
Control négatif 2
MeOH (ml)
Volume de DPPH|0.25 | 0.25| 0.25 0.2 0.25 0.25 0.25 0.25 0J25
(ml)

2eme Incubation pendant 30 min a température ambiae et a I'obscurité
Lecture auspectrophotométrea 510nm
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3.1.1.2. Détermination IC50 :

La valeur IC50 est la concentration qui assurédaction de 50% de I'activité du DPPH
Déterminée graphiquement pour chaque extrait & jpigrfa courbe du pourcentage de
réduction en fonction de la concentrat{®@amarth etal., 2008).Les 1G, sont calculées
graphiquement par les régressions linéaires dghgsaraceés, pourcentages d’inhibition en
fonction de différentes concentrations des fractimstéeg¢Bertoncelj et al.,2007 ; Marxenet
al., 2007 ; Schereret al.,2009 ; Fabriet al, 2009)

3.1. 1.3. Détermination l'activité anti radicalaire

Les résultats peuvent étre aussi exprimés en maisstiradicalaire@@rand williams et al,
1995).L'activité anti radicalaire est déterminée, en walct I'inverse des valeurs des IC50
(Maisuthisakul et al, 2007).

l PAR= 1/1C50 l

PAR : Puissance anti radicalaire.

IC50 : Concentration de I'extrait nécessaire pour réduti®% la concentration initiale du
radical DPPH.

3.1.2. Pouvoir réducteur du fer :

Le pouvoir réducteur d’'un extrait est associée a pouvoir d'anti oxydante .I'activités
reductrice de fer du nos extraits est détermgsdsn la méthode décrit p&an et al.,2008,
basé sur par la réaction d’oxydoréduction entretigt et les ions métalliques de transition,
notamment le fer. Le ferricyanure de potassium KGRgs fournit des ions Ferrique$-e3+)
qui seront réduits en Ferreux (Fe2+) par les aptiarts présents dans I'extrait végétal.

Cette méthode consiste a mélanger 1 ml de I'exardifférentes concentrations avec 2,5 ml de
tampon phosphate 0.2 M a pH 6.6 et 2.5 ml d'unetesl de K3Fe(CN)a 1% (m/v).Le
mélange obtenu est incubé pendant 20 minutes a, §fi€ 2.5 ml d’acide trichloracétique
(CCIkCOOH) a 10% sont ajoutés pour arréter la réactiermélange est centrifugé a 650
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pendant 10 mn a température ambiante et 2.5 mlihageant sont additionnés de 2.5 ml d’eau
distillée et 0.5 ml de chlorure de fer (FeCl3) &%. La lecture de I'absorbance se fait 700 nm
contre un blanc ou I'extrait est remplacé par tegan d’extraction. Les résultats permettent de
calculer la concentration efficace (§J concentration de I'extrait correspondant a une
absorbance égale a 0.5 obtenue par l'interprétadmria courbe de régression linéaire ou
logarithmique. L’activité de I'extrait est enfin mparée a celle des antioxydants de synthese
(ttmoins positifs), butylhydroxyanisole (BHA). Lagdre n°37 représente leurs structures

chimiques

BHA BHT

Figure n °37 : Structure du quelle que anti oxydantes synthésique

4. Etude de la cytotoxicité d’extrait vis-a-vis des érthrocytes :
4.1. Préparation de la suspension érythrocytaire :

Du sang fraichement prélevé sur tube héparine esdtifigé a 4000 tours/minutes pendant
5minutes. Apres élimination du surnageant, le cakitlavé deux (2) fois avec la solution de
lavage de chlorure de magnésium MgCI2 (2mM) comtent50mM de Na Cl, puis

resuspendues a nouveau dans le tampon phosphétélesaodium (PBS) 100mM, pH 7,4

contenant aussi 150mM de Na CI.
4.2. Evaluation de la cytotoxicité extrait

Mesure de la fuite de 'hémoglobind.es globules rouges sont suspendus dans le PBSoa ra
de 4000 cellules/ml (0.5 ml sont mis en contactca®es ml de PBS). La suspension

érythrocytaire a 2% est incubée a 37°C pendantifiCanec différentes concentrations des
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extraits testés. Des prélévements de 0.5 ml salisés chaque 15 min pour étre repris dans 2.5
ml d’une solution de lavage glacée MgCI2 (2 mM)s lugbes sont centrifugés a 4000 tours/min
pendant 5 min. Le surnageant est utilisé pour sdavfuite de ’hémoglobine intracellulaire par
mesure de I'absorbance a une longueur d’onde de®4®our le contréle positif, ’lhémolyse
totale est obtenue par la mise en suspension dbslgé rouges avec I'eau distillée a une
concentration de 1% (V/V).

Pour chaque échantillon le pourcentage de I'aéthéimolytigue maximale est déterminé par

L’équation(Lee, 2002):

Taux d’hémolyse (% = [(Contréle positif -D.O Extrait)/
D.O Contréle positif] x 100
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Le sud-ouest algérien renferme une flore trés rathgeu valorisée. Parmi cette végétation qui
se raréfie, on trouve les plantes médicinales ticamtiellement utilisées par nos ancétres a des
fins thérapeutiques. Un des axes de recherche apipéelpar le laboratoire de l'université de
Saida consiste a valoriser les plantes sahariettinaspoint de vue de leur potentiel chimique
et biologiqgue. Notre objectif a été tracé, danpremier temps, a I'étude phytohimique ainsi a
évaluer l'activité biologique d@. colocynthidde deux régions différentes.

I. Enquéte ethno pharmacologique :

Cette étude ethno pharmacologique qui a été naargel’'Ouest sahariennes d’Algérie montre
I'importance du traitement traditionnel par la aplinte. Le tableau n°15 présente des réponses
sur des questions proposées aux interrogés pessodeetrois Wilayas (Béchar, El Bayadh
.Naama) I'Algérie sur les connaissances et Isdiiion efficace, de la coloquinte dans notre

zone d’étude.
D’apres nos résultat on constate que :

Plus de 40 % des personnes questionnés préfendiiisdition de I'huile du grain qui est riche
en acides gras tels I'acide mydriatique, palmitjggiéarique, oléique, linoléique et linolénique
ces résultats sont en accord avec les travaKldatri et al., 1993)Tandis que 23,33% des cas
guestionnés, dans notre étude, ont montré queudrealu grain ou bien du fruit sont efficace
vis-a-vis les hémorroides ,les varices ,anti —dighé , anti parasitaire-insecticide), la leucémie,
l'ictere, la fievre, I'ascite, et les désordrekdnies qui en accord avec les recherchekdefe,
2007)alors que 3.3% des personne notent que la @&teatines s’applique aux différentes
malades ces données sont comparables avec lesatgsde Panda, 2000) Alors que plus de
13 a 19% de cette population déclarent que l'atilis) des fruits est efficace contre les insectes
(Merabti B et al.,, 2015). Nous pouvons conclure que notre plante comporteiguus
composes actifs qui sont responsables de l'actphmacologique et les effets thérapeutiques
selonBenmehdi etal., (2011).
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Tableau n°15 :Quelques utilisations traditionnelles de la coloquinte déngone d’étude et les
parties utilisées et leurs modes de préparatiatitivanelles.

[}
R g 2 S © c
28 | o3|, o B raneu S2 =
o8 3 83| 3 Effet thérapeutique £ 9 @
T o SclE2 2 0P85
28 | €5 c=| Q@ c =| ©35
0Oaz Sl a5 a 148 >
13.33% < 2| Anti otite, Anti-eczéma, contre les parasites o
& g/ intestinaux, la constipation contre les troubles S 2
= > ;s - —
S < @ | urogenitaux 39
2 |Eg|' SR
10% - Anti —diabétique. Anti parasitaire-insecticide)),
© o | laleucémie, l'ictére, la fievre, I'ascite, les
(@)) — , e s ()
S | désordres biliaires o | G
13.33%| o 2 | les hémorroides et les varices £ °
o =
3 E g|o°
_cl__u o = >
19.99%| = - 5 Anti parasitaire-insecticide (ténia, scorpion, g
o = .. .
@ 2 & | anti inflammatoire S
5 | - g
< - - — - £
3.33% le traitement de rhumatisme, antinéoplasique, &
(d)] . . . . .
c % antihydropysie, anti goute, anti-arthrite et peut
(&) ~ < . s
@ 0. | étre un remede pour la congestion cerébrale, le
rhumatisme et la sciatique 9
40% pour traiter des morsures (de serpent, de S
.% Q2 | scorpion), épilepsie, pour favoriser la 3
> 2 | croissance de cheveux et pour noircir les .g
cheveux gris >
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Il. Extractions :
Il. 1.Rendements des extraits bruts obtenus :

L’extraction duCitrullus colocynthisnous a permis de récupérer nos extraits soté&ratites

aspects et couleur avec rendements variables. hdemgent déterminé par rapport a 10
grammes de matériel végétal sec et broyé est egpem pourcentage. Les rendements
d’extraction sont représentés dans ['histogramitnstié dans la figure n°38, et le tableau

n°16 résumé les caracteéristique des chacun destextr

M extrait du 32 mextrait du 08

25,00%

20,00%

15,00% -

10,00% -

le rendements en %

5,00% -

0,00% -
extrait méthanolique extrait méthanolique extrait hexanique extrait d'acetat d'ethyl
par décoction par macération

LES EXTRAITS BRUTS

figure n°38: rendements en (%) des extraits brutsCdeullus colocynthisde deux régions
différentes.

D’apres la figure n°38 et le tableau n°16 ci dassmous remarquerons que la plus part de nos
extraits ont été recupérés sous forme de poudmdeur différente, a I'exception de l'extrait
hexanique qui présente I'aspect hygroscopique. Nignslons que l'extrait eau-méthanol par
décoction présente le rendement d'extractionue gevé, il est de 19.96 % pour la fruit de la
région du El Abiodh sidi cheik , et 22.86% concetnia fruit du Béchar, suivie par I'extrait
héxanique 15.7% dans la fruit du El 'Abiodh sidiethet 16.1% dans la région du Béchar alors
gue les extraits acétate d'éthyle et extrait eathanél (EMm) présentent de faible rendement
entre 10%et 13% respectivement. De plus ces exfpaiisentent une bonne solubilité dans le
méthanol et dans le DMSO.
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Tableau n°16 :Quelques caractéristiques des extraits préparésiticomplet duCitrullus

colocynthis

Couleurs Rendement Solubilité

Extrait | Caractéristiques Aspect

Extrait eau Poudre marron 11.3 Méthanol-
méthanol (EMm) fonce Dmso
8 ~ | Extrait eau- Poudre marron 19.96 Méthanol-
% % méthanol (EMd) fonce Dmso
% | Extrait Hexane | produit vert claire 15.7 Dmso
;% % (EH) hygroscopique
E Extrait acétate | Poudre jaune clair 10.4 Dmso
d'éthyle (AE)
g Extrait eau- Poudre marron 10.75 Méthanol-
f_-j méthanol (EMm) fonce Dmso
@ Extrait eau- Poudre marron 22.86 Méthanol
E méthanol (EMd) fonce Dmso
*;'% Extrait Hexane | produit vert claire 16.1 Dmso
. (EH) hygroscopique
Extrait acétate | Poudre jaune clair  13.6 Dmso
d'éthyle (AE)

Nos résultats d’extraction pour nos extraits estement supérieurs que ceux obtenus par
Marzouk et al., (2012)qui sont de l'ordre de 11.047 % pour I'extrait agu et 2.046% pour
I'extrait éther du pétrole et 8.874 % pour le cbforme et 1.342 % pour I'extrait d’acétate
d’éthyle et 7.376% pour I'acétonet 13.304 %pour le méthanol ainsi que nos résodagont
pas en accord avec ceux obtenuspadidi, R et al., (2009)qui sont de I'ordre de3.6% pour
I'extrait aqueux et 4.15% pour I'extrait eau -métbbet 1.1% pour I'extrait d’acétate d’éthyle.

Aussi, nous constatons que nos résultats sonérisups a ceux obtenus pdarzouk et al.,
(2009)qui ont a obtenu un rendement de 2.907% pour Béagqueux et 2.980% pour I'extrait
acétone .De méme ont obtenu un rendement de 0.p8u®d’extrait aqueux.
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On conclue que le rendement d’extraction dépenid dégion, la saison de la récolte, la partie
utilisée de la plante, la méthode d’extractionlaehature et la polarité des solvants utilisés.

Toutes ces propriétés influencent la solubilité ctesstituantes du fruit de coloquinte utilisé.
[ll. Screening phytochimiques :

Les tests phytochimiques ont été réalisés surrdifté extraits préparés a partir des fruits du
Citrullus colocynthisen utilisant des solvants de polarités différetedes réactifs spécifiques

de révélation. Le screening phytochimique nousraenjgede mettre en évidence la présence de
métabolites secondaires au niveau des tissus wBgéia nos plantes. La détection de ces
composés chimiques est basée sur des essais dditolles constituants, des réactions de
précipitation de floculation et de turbidité, uracgement de couleur spécifique ou un examen
sous la lumiere ultraviolette. Les résultats expéntaux des tests phytochimiques réalisés sur
le matériel végétal broyé de Gitrullus colocynthissont représentés dans le tableau n °17 et

tableau n°18.

Selon les résultats mentionnés dansaldeau ci-dessous, on constate : L'absence totale des
anthraquinones, saponines, et les tanins galligaes les quatre extraits (figure n°® 39 et 40
,42). Seul I'extrait héxanique présente un tegemfment positif confirmé par I'apparition des
colorations verte-violet dans la classe d’hétéesitri terpéniques et I'extrait d’acétate
d’éthyle présente un test fortement positif danslasse hétérosides stéroidiens confirmé par

I'apparition des colorations verte-bleue.
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Tableau n°17 :Résultats expérimentaux des tests phytochimigdestaés sufCitrullus
colocynthisde la région de Béchar.

réactifs EM(m) EM(d) EH EAc
Les métabolites
(08) (08) (08) (08)
secondaires
Mayer ++ ++ _ _
Alcaloides Wagner ++ ++ _ +
Dragendorf _ _ _ _
< | gallique _ _ _ _
E cathechique Fecl3 T ah ++ ++
flavonoides Mg+ ++ ++ ND ND
saponines Indice de _ _ _ _
mousse
Coumarines Fluorescence + ++ ++ ++
U-v
Stérols et Libermann- _ . +++ (vert | +++(vert
triterpénes Burchard violet) | bleu)
anthocynes H2 SO4 ND ND ND ND
Composes liqueur de s Sieis _ _
réducteurs Fehling

Les résultats sont classés selon : Réaction négativ

Réaction moyennement positive : ++

ND : non déterminée
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Figure n°39: résultat des anthocyanes d’ED @xgt ED (m)os

Figure n°40 : résultat des saponines ED(saet ED(m)os.

Par contre on note un test positif (++) des tarmuatchiques pour les quatre extraits. Sa
présence est confirmée par une réaction positiex d& solution de chlorure ferrique en
donnant une coloration bleue verdatre. Concerresilcaloides on note un test positif plus
riche avec turbidité et précipitation seulementrges extraits méthanolique par macération et
décoction par (Wagner/Mayer) (figure n°41) et lrext d'acétate d’éthyle riche en alcaloide
(Wagner) et I'absence par les réactifs (Mayer etghiéa) et absence totale dans I'extrait

hexanique.
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Figure n° 41: résultat des alcaloides d’ED(i)

,-*

Figure n°42 : résultat du tanin d’extrait de Q8igure n°43 : résultat de coumarine d’extrait de 08

Alors que les flavonoides sont présents en fortantijig@ seulement dans les extraits
méthanoliques est confirmée par I'apparition d’aoaleur vire rose en contact avec la tournure
de magnésium. Les composes réducteurs sont absdante I'extrait héxanique et I'extrait
d’acétate d’éthyle se trouvent en quantité remdrigudans les extraits méthanoliqgue confirmé
par I'apparition des colorations rouge brique (fegm°44). On note également la présence des
coumarines en forte quantité (figure n°43). Daosstnos extraits confirmés par forte
fluorescence, mais en faible quantité dans I'extnaicération méthanolique.
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Figure n° 44: résultat du composes réducteur de régions 08/32

Tableau n°18:Résultats expérimentaux des tests phytochimiqudesteés suCitrullus
colocynthisde la région d’Abiodh sidi cheik.

Les métabolites | Réactifs EM(m) EM(d) EH EAc
secondaires (32) (32) (32) (32)
Mayer “FaF ++ _ _
Alcaloides Wagner ++ ++ _ +
Dragendorf _ _ _ +
< | gallique _ _ _ _
E cathéchique Fecl3 ++ ++ ++ ++
flavonoides Mg+ ++ ++ ND ND
saponines Indice de _ _ _ _
mousse
Coumarines Fluorescence + ++ ++ ++
uU-v
Stérols et Libermann- _ _ +++ (vert | +++(vert
triterpénes Burchard violet) | bleu)
anthocynes H2 SO4 ND ND ND ND
Composes liqueur de ++ ++ _ _
réducteurs Fehling

Les résultats sont classés selon : Réaction négativ.  Réaction faiblement positive

L+

Réaction moyennement positive : ++ Réactiorefodnt positive : +++ ND : non déterminée
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D’aprés les résultats des tests phytochimiquegpatans léableau n °18précédent montrent

que l'extrait EM(m) est tres riche en alcaloid@ga@iner et Mayer) et absence totale par le
réactif Dragendorf .Dans cet extrait les taninsédaigue, les coumarines , les composes
réducteurs et les flavonoides sont fortement ptégear contre les anthraquinones, saponines,

et les stérols sont totalement absents dans aaitext

Pour I'extrait EM(d), les tests révelent une fgtésence des coumarines avec fort fluorescence
et des composes réducteurs avec I'apparition dleagorouge brigue comme indicateur et des
tanins catéchiques sa présence est confirmée maraaction positive avec la solution de
chlorure ferrique en donnant une coloration bleesl&tre .cet extrait est riche en alcaloides
(Wagner et Mayer) et absence totale par le ré&eafjendorf. En revanche les stérols et les

triterpenes, les anthocynes et les saponines a@aheinent absents.

Tandis que pour l'extrait EAc, la forte présencesh observée que pour les stérols et
triterpénes confirmé par I'apparition des colaas verte-bleu dans la classe d’hétérosides
stéroidiens Une présence moyenne pour les taatdshique et les coumarines confirmées par
forte fluorescence. Cet extrait riche en alcalsi®agner et Dragendorf) et absence totale par

le réactif Mayer. Alors que pour le reste des coses on note une absence totale.

L’extrait hexanique n’a permis d’avoir que les carmes et les stérols et les triterpenes. Elles
présentent un test fortement positif confirmé lfegoparition des colorations verte-violet dans

la classe d’hétérosides tri terpéniques par ragpottautres classes de composes cités.

Notre résultats des tests phytochimique qui sosgerablées dans nos extraits sont confirmeés
par I'étude deSediki, (2009)et Benmahdi, (2000)ont révele la présence des alcaloides et les
flavonoides et les stéroides. Cependant nos résattat similaires a ceux obtenus pambi et

al., (2007) et Gacem, (2011), Najafi etal., (2010), Gurudeeban efal., (2010) ils ont
confirmé la présence de composes réducteursxeepion d’extrait hexanique) et la présence

de flavonoides dans I'extrait entier @ecolocynthis

Par ailleurs nos résultats se rapprochent de obtenus paBentabet, (2010)qui constate la
présence des tanins catéchiques, flavonoides etodenarines et I'absence des alcaloides et les
saponosides, sucres réducteurs et anthraquinomes les extraits Aqueux, Eau- méthanol,
Acétate d’éthyle, n-butanol. Autres divergencessdims résultats obtenus p@acem etal.
(2011) et Ambi et al., (2007)qui présument I'absence totale de coumarines tEnsleux

extraits aqueux et méthanolique alors que les canagmexistent dans tous nos extraits.
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IV. Analyse chromatographique sur couche mince :

Pour un essai d’analyse qualitative préliminaire atintenu phénolique de nos différents
extraits, nous avons eu recours a l'utilisationadehromatographie sur couche mince (CCM).
nos résultats sont obtenues apres le déplacemsntodeposants du nos extraits a sa propre
vitesse derriere le font des solvants de polaiiférdntes sous la lampe UV a 254 nm .Dans
laquelle les composants absorbant les UV appardissels forme des taches visibles ou des
bandes .Ces derniers révélent la présence de g a@ctifs correspondant. (Flavonoides,
terpenes et alcaloides .on voit que le brut réangbcontient encore du produit de départ aprés
on doit rendre les taches visibles par un procésé&édélation chimique par lodine et l'on
chauffe la plaque jusqu'a ce que des taches csl@a@garaissent. .nos résultat obtenus sont

rapportés dans le tableau n°19 et la figure n°83}4

Apres révélation sous lampe UV a 25#. Les résultats de la séparation chromatographsqu
couche mince de nos extraits concrétisés par letophdes plaqgues CCM sur les figures. Ces
résultats obtenus nous ont permis de mettre eréstdune comparaison des Rf des différentes

taches obtenues entre nos extraits étudiés. Otatengie :

Le systeme (méthanol /ammoniaque) aux proporti8BAL.6)a permis la séparation de 2 taches
pour l'extrait EM(d)32 et 2 pour l'extrait EM(d)ogcette migration était visualisée par

I'apparition de fluorescences du la couleur bleunbr dans la plague. Donc nous avons
démontré que cette séparation est due a linteracentre le groupement amine de

I'ammoniaque et la fonction d’azote des de difféesrclasse des alcaloides.

Avec le systeme chloroforme/méthanol aux proposti(@0/20) plusieurs tachesété observée
avec une couleur jaune clair .on a obtenu tr@eshés pour l'extraite EM(d&p ainsi que On
remarque aussi trois tache pour l'extraite EM{gl)grace a la réaction l'ionisation des

nombreux groupes hydroxyles entre solvants et de extrait. Ces taches a démontrent la

présence des certains flavonoides. Elle s'agiadpikrcitrine, les flavonols et aurones.etc.

Autre systeme a base (benzéne/d'acétate d'éthupg)raportiong50/50) permis de séparer six
taches pour I'EM (d32. Ce méme systeme aux proportions on remarqueépagaion de cing
taches au niveau de 'EM(@} .nous constatons que la extrait méthanoiqueCdeslocynthis

est majoritairement composée de stérols et depgites qui sont observés avec la couleur

jaune.
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Le meilleur systeme éluant adéquat permettant ona@doséparation des extraits est Bénzene/
EtOAc (50/50) cependant on assiste a quelqueselift@és entre nos résultats et ceux obtenus
par Maatooq et al., (1997) selon une analyse chimique d'extrait eau-méthandrut de la
coloquinte (RM) ont identifié six flavonoides: 3théxy-iso-orientine, isoorientine, 8-C-p-
hydroxybenzenoil-isovitexine, 6-C-p- hydroxybenzat@xine et 8-C-p hydroxylbenzoyl
isovitexine 4-0-glycoside.ensuite. Nos résultatst ®m accord avec celle obtenu pealazar et

al., (2006) qu'ont isolé et identifié trois flavonoides glyctédsy a partir du fruit de la
coloquinte.nos résultat sont confirmées par lesatra de Affifi et al., (1973) qui ont
déterminés trois alcaloides dans tous les orgdmés Plante (GoH1sNOs) et (GieH 24NO3) le
troisieme (GoH3zeNOs) est présent au niveau des graines, pulpes, dewll racine. Cependant

nos résultats sont en accord avec I'étude récenBadjay etal., (2013).

Tableau n°19 :Résultats d’analyses chromatographiques (CCM)di#érents extraits de fruit de
la coloquinte a 254 mn.

Les composes DP Extraits
phénoliques solvant Systéme Tache | EM(d)32 | EM(d)08
(solvant)
(V/v) RF
alcaloides MeOH/ 1 0.45 0.43
17/3 95
NH4OH 2 0.69 0.73
1 0.26 0.26
Flavonoides Cli/||_|ec(:)ls|/ 18/2 10.5 2 0.42 0.43
3 0.62 0.59
1 0.31 0.46
2 0.47 0.57
R Bénzene/ 3 0.58 0.81
t .
efpenes EtOAC 1 9.6 4 0.74 0.92
5 0.87 0.94
6 0.96

Rf: Rapport frontale. CHCI3 : Chloroforme. MeOH : Méthanol
EM(d)Extrait eau-méthanol par décoction. EtOAcC : Acétate d'éthyle
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Figure n° 45: Séparation des extraits de la coloquinte sur ygd@CM. Au systeme
méthanol/ NH4OH prises apres réveélation a la lveni¢v & 366 nm.

Figure n °46€ : Séparation des extraits de la coloquinte sur ygdZCM. Au systéme
chloroforme/méthanol prises aprés révelationlartdere UV a 366 nm

Figure n°47. Séparation des extraits de la coloquinte sur ygddgCM. Au systeme
bénzene/ acétate prises apres révélation a lataroiv a 366 nm
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V. Dosage des composés phénoliques :

A partir les tests phytochimique qui confirme lertement présence des polyphénols, des
flavonoides et des tanins dans nos extraits méigaes .Pour ces raisons. Nous avons passee
a la quantification par méthode spectrophotomé&tcelr nos extraits en utilisant I'équation de
régression linéaire de courbe d’étalonnage quélediorées par de solutions standard de 'acide
gallique et préparée a des concentrations diffésent

V.1.Courbe d’étalonnage pour le dosage des polyphéls totaux :

Cette courbe est établie en utilisant I'acide gaki comme référence. La formule de la
Régression linéaire de cette courbe est de y =55x000.185 avec un coefficient de corrélation
R2 égal a 0.996 (figure 48).

La figure n°49 montre les résultats des teneurphgmols totaux des extraits Gecolocynthis
du la région de Abiodh S/C et de Béchar analysésspactrophotométrie. Ces résultats
Constatent que I'extrait EM(a} est le plus riche en phénols totaux est de I'oddrel27.6 mg
GAE/g MS. suivi de I'extrait EM(dk2 qui détient une valeur plus moins que l'autie est
de l'ordre del13.52 mg GAE/g MS.

En définitif, on peut dire que K&. colocynthiglu 08 possede une teneur en polyphénols totaux
élevée par rapport a I&@. colocynthisdu 32.Ces résultats importants refletent les données
trouvées dans la figure n° 88 nous avons enregistré des rendements élevéxtiags bruts

ce qui prouve la richesse de chaque partie dalaekn polyphénols a savoir les flavonoides et

les tanins.
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Figure n°48 : Courbe d’étalonnage de l'acide gallique poutdsage des polyphénols
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Figure n°49 : Teneurs des dosages des polyphénols dans lesskiats deCitrullus colocynthis

Page

101



Résultats et discussion

Notre résultats et d'autres ceuxRBknhabib, (2011)restent en accord avec ceux obtenus par
Bentabet, (2010)qui a révélé des teneurs de l'ordre de 134 mgvalguit acide gallique/g de
matiere séche. Ce résultat confirme la richessé&uiuen polyphénols et qui sont facilement
récupérable dans un mélange eau/méthanol. Néanniétusle deDjedidi et Sahi, (2009)a
montré des teneurs plus élevées en polyphénolsxtatans I'extrait aqueux qui sont de l'ordre
de 0,33% Eq d'acide gallique et des valeurs sendslalans I'extrait eau-méthanol, avec un taux
de 0,40% Eq d'acide galligue. Cependant nos résukatent supérieurs a celle qui a déja été
publiés parBen hsouna etal., (2012)ont déterminés 205 mg GAE/g dans l'extrait acétate
d'éthyle, suivie par I'extrait méthanolique (85 @&E / g). Les contenus obtenus dans les
extraits hexanique (12 mg GAE / g) et agueux (353AdE / g) sont beaucoup plus petits.

De ce fait, on constate que le mélange eau- méthesie le meilleur solvant pour assurer une
meilleure extraction de composés phénoliques. €stlall a la capacité de méthanol a inhiber
I'action du polyphénol oxydase qui provoque l'oxiata des polyphénols dans les tissus
végétaux'Yao etal., 2004).

VI. Etude des activités biologiques des extraitsrbts :
VI .1. Evaluation de l'activité antimicrobienne :

VI .1.1. Détermination des concentrations minimalemhibitrices (CMI) par la méthode

des micro-dilutions sur milieu liquide:

La méthodedu micro dilutions sur milieliquide est une technique quantitative permettant d
déterminer la sensibilité des microorganismes wgsaune substance antimicrobienne. Cette
méthode est basé sur le pouvoir inhibiteur desaggta l'intérieur d'un puits, dans un milieu

nutritif (Mueller Hinton bouillon) ensemencée pandculum des souches a testées.
VI .1.1. 1. Activité antibactérienne :

Les observations effectuees sur I'effet des EM@{Tdrullus colocynthisde deux régions sur

la croissance des souches bactérienne testéaepottentées dans la figure n°50 suivante :
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Figure n° 5C: les résultats des déterminations concentratiansmales inhibitrices par la
méthode du micro dilutions sur microplaque

A partir les histogrammes illustrés dans les figur€51 et la figure n°52:

Les résultats de la méthode de micro dilution nesritgu’EM(d)32 d’C. colocynthisa un effet

hY

inhibiteur & une concentration de 104 mg/ml vidsa-des souchesC. fetus, E. coli
K.pneumoniaequi représentent les souches la plus résistaacai mos souches testées. Par
ailleurs, I'extrait exerce un effet inhibiteur aeunoncentration de 52 mg/ml vis-a-vis dBs
subtilis S. typhi, C. freundgui sont les souches les moins résistantes. @ qatrt, une activité
médiocre de notre extrait a été visiblement rem@&squour les cing souches qu’elles ont montré
une méme valeur de CMI qui est de 26 mg/ml, il is’ag : E. faecalis et S. enterica. E.
cloacea., S. aureus, P.multocidapar contre P.aeruginosaest plus sensible par une
concentration de 13 mg/ml. Tandis que, la CMI est @50 mg/ml vis-a-vis de..
monocytogenesPar contre, la plus petite valeur de CMI coroeslant & une activité inhibitrice
majeure était celle pouB. cereusqui était la plus sensible parmi nos souchegéssavec une
valeur égale a 3.25 mg/ml.

Dans la méme condition et a partir des observataffectuées sur I'effet des EM(d} de
C.colocynthis,nous avons constaté que la plus petite valeur de CMI corredpat a une
activité inhibitrice majeure était celle pour lausbe la plus sensibldB. cereusa I'action de
I'extrait avec une valeur égale a 26 mg/ml. Cepahd@s grandes valeurs de CMI
correspondant au faible effet inhibiteur de 'EM@taient contreC. fetus, E. coli, C. freundii

qui représentent les souches la plus résistanoei p@s souches testées avec des valeurs de
CMI égales a 208 mg/ml. D’autre part, une actiwitédiocre de notre extrait a été visiblement

remarquée pour les dix souches qu’elles ont mameméme valeur de CMI qui est de 104
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mg/ml, il s’agit de E. faecalis et S. enterica. E. cloacea., S. aurBusiultocida. B. subtilis S.
typhi,, P.aerugenusa et L.monocytogenes. K.pneuwmoni

Nous pouvons conclure qu’'a partir de nos résufiedsentés dans les figure n°51 et figure n
°52, que nos extrait EM(gh exerce un effet inhibiteur vis-a-vis des bac®BeGRAM négatif
par des concentrations entre 26 et 6.50 mg/ml patre dans la méme concentration les
bactérie G- restent plus résistance durant leacbravec I'extrait I'EM(dys.Tandis que
I'extrait EM(d)32 exerce une forte activités inhibitrice contre ggam positive par rapport
I'extrait EM(d)s. Nos résultats ont montré la présence de I'aétiaiitibactérienne envers les
bactéries a Gram négatif et Gram positive. Ellesjoignent celles qui ont été faites par
Marzouk etal., (2009); Marzouk et al., 010)qu’ils ont travaillé sur les extraits de toutes les
parties de la plant€itrullus coloncynthigels les racines, la tige, les feuilles, les fr@tdes
graines, et il sont démontré que toutes les paptissédent une activités antibactérienne contre
les Gram positif $. aureus avec (CMI, 3.25mg/ml E.faecali(CMI 0.8/nhg)) et les Gram
négatif P. aeruginosa (CMI 0.81mg/ml) et E.coli (CMI 0.4{ml mais a un degré moindre
pour les racines. L'étude réalisée pharzouk et al., (2009)montre que les extraits aqueux et
les extraits acétone ont une forte activité antdréenne, lls ont observé des sensibilités
variables contre les fruits et les graines quiinfias atteint leur maturité ont été les plus swctif
contre les bactéries déja citées; ces auteurs gakerdent montré que les métabolites
secondaires different d'une région a une autreuantgé et en qualité (exemple les alcaloides et
les flavonoides) et par conséquent l'activité actérienne de chaque partie de la plante est

tributaire de la composition de chaque pl@tarzouk etal., 2009; Marzouk etal., 2010).

Par ailleurs nos résultats concordent avec Bstrx deGurudeeban etal,. 201@ui ont
indiqué que I'extrait méthanolique diicolocynthis a une activité anti bactérienne vis-a-vis
B.subtilis , S. aureus , S. faecalis, S. pyogengéscoli . K. pneumoniae, P. mirabilis, P.
vulgaris, S. typhi ,V. cholerae.Peu de travaux concernant du pouvoir antimicroldes
extraits duC.colocynthis ont été réalisés. Pour cette raison nous avomgparé nos resultats
avec ceux de l'activité antibactérienne de I'hndigecoloquinte est corrélée a la présence de
certains composés dont les hydrates de carbonitavesoides, les glycosides et les tannins qui
sont présents dans l'extrait de @trullus colocynthis au niveau du parois bactérienne,
perturbante ainsi le fonctionnement et la perméébilu membrane cytoplasmique, ce dernier
utilisé parMemou et al., (2003) a été signicativement actif, et a montré l'inhditide la
croissance appréciable &aureus,B.pumilust B. subtilis.Par contre l'activité antibactérienne
contreE. coliet P.aeruginosast négligeable.
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Figure n°51: résultat des concentrations minimal inhibitrides EM(d) deC.colocynthisvis-a-vis les

souches bactériennes G-
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Figure n° 52: résultat des concentrations minimal inhibitrices &M(d) deC.colocynthisvis-a-

vis les souches bactériennes G+.
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VI.1.1.2. Activité antifongique :

VI.1.1.2.1. Levures :

D’apres les résultats obtenus dans la figure ndrb8onstate que 'EM(d), de laC.colocynthis
a exercé un fort effet inhibiteur vis-a-vi€:albicansiP444 etC.albicans10231 par une CMI
de l'ordre del04 mg/ml. Par contre dans les mé&uoasentrations on a remarqué que 'EM(d)
os exerce un effet inhibiteur faible vis-a-vi<.albicansIP444 etC.albicans10231 dans la

concentration 104mg/ml.

Concernant l'activité antifongique de 'EM(d) visvés les deux souches @andida albicans

Nos résultats ne sont pas en concordance avecdessamaneh etal., 2015 qui ont rapporté
que I'extrait hydroalcoolique du €locynthisexerce une activité anti candida dans la CMI de
1.56 a 12.5mg/ml. Tandis qudarzouk et al,. (2009) et Marzouk et al,. (2010) ont décelé
cette activité a des CMI de 0.10 mg/ml qui ne Suad en concordance avec nos résultats.
Gurudeeban etal,. (2010)ont démontré que les especesCamdidasont résistantes a l'action

d’extrait méthanolique.

Concentration minimale inhibitrice mg/ml
120 -
100 -

80 -

60 - = EM(d)32

EM(d)08
40 -

N l l
0
Candida albicans Candida albicans

ATCC444 ATCC10231
Souches testées

Concentration mg/ml

Figure n° 53 : résultat des concentrations minimal inhibitrices &M(d) deC.colocynthisvis-
a-vis les levuresGandidaalbicang
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VI.1.1.2.2. Moisissures :

Les observations effectuées sur I'effet des EM@Citrullus colocynthisde deux régionsur

la croissance des moisissures testées sont rafgésalans la figure n°54 ci-dessous.

En examinant les résultats illustrés dans la figit¥&4, nous signalons que nos I'extrait EM(d)
o8 €xerce une activité antifongique plus forte qetrait EM(d)32 La lecture des résultats des
figures de I'effet antifongiques des EM@) montre quAspergillus flavus et F. oxysporuont
été plus sensible vis-a-vis I'extrait par une conmicdion de 104 mg/ml .Cependant, la petite
valeur de CMI correspondant au faible effet intdbit de 'EM(d) étaient contreA. niger et
A.ochraceusavec une valeur de 52 mg/ml respectivement. Déapart, une activité médiocre
de notre extrait a été visiblement remarquée pawoliche la plus résistanBestolonifer vu

leurs CMI qui était de I'ordre de 208 mg/ml.

En paralléle a ce constat, nos extraits Efd)nt révélé un effet antifongique plus faible de
nos extrait EM(dpg contre leF.oxysporunla souche la plus résistance permis nos souche. Pa
contre nous remarquons que les souchesAquikwvus et A.niger, A. ochracewet R.stolonifer

sont moyennement sensibles vis-a-vis nos extraitsipe concentration de 104 mg/ml.

les concentrations minimals inhibitrices mg/m

250 ~

200 -

150 -
100 - u CMI de EM(d)32
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Aspergillus Aspergillus Aspergilus Rhizopus Fusarum
flavus niger ochraceus stolonifer oxysporum
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Figure n°54: résultat des concentrations minimals inhibitrides EM(d) deC.colocynthis

vis-a-vis les moisissures.
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VI.1.2 Détermination des concentrations minimales nhibitrices des moisissures par

méthode direct sur milieu solide :
VI.1.2.1. Extrait Méthanolique du Bechar EM(d) os:

L’'analyse des résultats relatifs a la croissanaggifpue soumise a l'action de différentes
concentrations d'extrait méthanolique @eolocynthis testée (figure n°55) nous a permis de
constater que I'EM(d)s de cette coloquinte a exercé une action antiforegicgriée sur les
especes fongiques testées a des concentrations aka 0.05 mg/ml. En effet, a une
concentration égale a 1.25mg/ml, FTEM(d) de colog@ia pu inhibée a 50 % la croissance
d’A.flavus. F.oxysporurfvoir tableau n°20), tandis que la croissancé\geger , chraceus et

R.stolonifer,a été inhibée a la concentration de 5 mg/ml.

Cependant, la croissance des souches n’ont p@seinhibées totalement (voir tableau n°20).
On a aussi remarqué que le taux d’'inhibition dertassance fongique est proportionnel a la

concentration de I'extrait méthnolique.

1. Activité inhibitrice de 'EM(d)os a 0.05mg/ml: thpres le profil inhibiteur de 'EM(dys de
C.colocynthisa 0.05mg/ml vis-a-vis les souches testées, on a remamquérme de sensibilité
que les deux souchesF:.oxysporum et. R.stolinifeont présenté une sensibilité visiblement
remarquable & 30% et 23% respectivement, tandisLjdilavus a présenté une sensibilité
médiocre a 20%, cependant la souch®&niger ont été marquées par une résistance a 18%
respectivement vis-a-vis ce traitement. Une ANOVAt@ conduite pour comparer I'inhibition
de 'EM(d) os de la C.colocynthis sur les différentes espéces de moisissures. lysma

statistique a révélé une signification entre lagches fongiques. (Figure n°55).

2. Activité inhibitrice de 'EM(d)os a 0.12&g/ml: le fait de doubler la concentration en
EM(d)os, des variations ont été produites en termes dsitskt@ pour les différentes espéeces
testées. En général la concentration de ud/2bl a fait augmenté la sensibilité vis-a-vis cette
EM(d) par rapport a la concentration précéddntexysporundont a présenté une sensibilité a
32%, R.stolinifera 30.70%, A.flavusa 30%,A.niger a 25%. Par ailleurs, 'analyse statistique
ANOVA révele une relation significative de l'inhtimn de I'EM(d) sur les différentes souches

fongiques (Figure n°55).
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3. Activité inhibitrice de 'EM(d)oga 0.25, 0.5. Et 1.25 mg/ml'observationde I'histogramme
de figures (n°64) relatif aux concentrations 025, 1.25 mg/ml, montre que I'effet inhibiteur
de 'EM(d) a persisté avec une augmentation pgoadpux concentrations précédentes. D'ou
une proportionnalité entre I'indice antifongique @) et la concentration en EM(dg a été
remarquée. Toutefois, I'analyse statistique monine différence trés significative entre les

souches testées.

4. Activité inhibitrice de EM(d)sa 2.5 mg/ml:A partir d’'une concentration en EM(d) de 2.5
mg/ml, on a pu révéler un effet inhibiteur Partielgis-a-vis A.flavus et F.oxysporum
R.stolinifertandis que I'effet inhibiteur reste proportionagkc la concentration en EM(d) pour
la soucheA.niger a un pourcentage variable. L'analyse statistigon@igque une relation
significative de I'EM(d) deC. colocynthisvis-a-vis l'inhibition entre les difféerentes sowsh

testées.

5. Activité inhibitrice de I'EM(d)os & 0.50mg/ml:l'inhibition n’a pas pu étre effectué a 100%
pour toutes les souches testées, dans lequelibitiom reste partiel et demandé une
concentration plus éléeve. De plus, l'analyse digtis ANOVA a montré une relation
significative de I'effet d’EM(d).

Tableau n°20:Résultats de 'activité inhibitrice de 'TEM(@}. sur les souches fongiques

testées.
concentration—T
(mg/mi) 0.05 0.125 0.25 0.5 1.25 2.5 5
Espece
A flavus 20 30 40 46 50 70 67,%0
F.oxysporum 30 32 40 46 50 60 48,57
A.niger 17,50 25 30 32,5( 37,50 40 62,50
R.stolinifer 23,08 30,77 46,15 53,85 61,54 69,23 72,31
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Figure n°55 : L'indice antifongique d e I'extrait méthanolique Bechar

VI.1.2.2. Extrait Méthanolique d’Abiodh sidi cheik EM(d) 32:

Par ailleurs L'expertise des résultats des indioeyens de I'essai de I'effet antifongique du
I'extrait méthanolique par décoction de la régidhdhiodh Sidi Cheik consignés sur la figure n
°56 en et le tableau n°21 montrent que :

1. Activité inhibitrice de 'EM(d)32 a 0.05mg/ml: ¢aprés le profil inhibiteur de 'EM(d}> de
C.colocynthisa 0.05mg/ml vis-a-vis les souches testées, omargué en terme de sensibilité
que les deux souches ’Alflavus et. R.stolinifer ont présenté une sensibilité visiblement
remarquable a 22% et 23.08% respectivement, tagdes F.oxysporuma présenté une
sensibilité médiocre a 20%, cependant la soucheolichéA.nigers’est révélée plus résistante
a 7.69% respectivement vis-a-vis ce traitement. ANOVA a été conduite pour comparer
I'inhibition de 'EM(d) 32 de la C.colocynthissur les difféerentes especes de moisissures.

L’analyse statistique a révélé une significatiotrefes souches fongiques (figure n °56).

2. Activité inhibitrice de I'EM(d) 32 & 0.125mg/ml :le fait de doubler la concentration en
EM(d) 32, des variations ont été produites en termes dsilskté pour les différentes especes
testées. En général la concentration de 0.125meyfisit augmenté la sensibilité vis-a-vis cette

EM(d) par rapport a la concentration précédertexysporundont a présenté une sensibilité a

40%, R.stolinifera présenté une sensibilité médiocre a 38.48%avusa 40%, En paralléle a
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ce constat, I'extrait n'a exercé pas un éffetfangique forte suA.nigerdans la quelle a été
remarque par une résistance a 15%. Par aillelarsalyse statistique ANOVA révéele une
relation significative de l'inhibition de 'TEM(d)ws les différentes souches fongiques (Figure
n°56).

3. Activité inhibitrice de 'EM(d)s2 & 0.25, 0.5 et 1.25 mg/mll’observation de I'histogramme
de figure ( n°56) relatif aux concentrations 0025,Et 1.25mg/ml, montre que I'effet inhibiteur
de 'EM(d) a persisté avec une augmentation papaod aux concentrations précédentes. D’'ou
une proportionnalité entre l'indice antifongique n) et la concentration en EM(d) a été
remarguée avec une sensibilité forte des souch&-vis I'extrait.. Une ANOVA a été conduite
pour comparer l'inhibition de 'EM(d}2 de laC.colocynthissur les différentes espéces de

moisissures. L'analyse statistique a révélé uneifsigtion entre les souches fongiques (figure
n°56). Toutefois, I'analyse statistique montre diiféérence tres significative entre les souches
testées.

4. Activité inhibitrice de EM(d)2 & 2.5 mg/ml:A partir d’'une concentration en EM(d) de 2.5
mg/ml, on a pu révéler un effet inhibiteur Partielgis-a-vis A.flavus et F.oxysporum
R.stolinifertandis que I'effet inhibiteur reste proportionagkc la concentration en EM(d) pour
la soucheA.niger & un pourcentage Variable. L’analyse statistigndigue une relation
significative de I'EM(d) deCitrulus colocynthis vis-a-vis l'inhibition entre les différentes

souches testées.

5. Activité inhibitrice de 'EM(d)32 & 5mg/ml: Notons a cette concentration dtiehibition
n'a pas pu étre effectué a 100% pour toutes lesh&sutestées, dans lequel l'inhibition reste
partiel et demandé une concentration plus éléve Squg/ml. De plus, I'analyse statistique

ANOVA a montré une relation significative de I'effle’ EM(d) 32

D’aprés nos résultats, La forte activité antifongiqgde I'extrait méthanolique a aussi été
rapportée paHadizadeh et al,. (2009) qui ont démontré que les extraits alcooliques de
Citrullus colocynthispossedent une bonne activité antifongique. Nosltedsest en accorde
avec les études deurudeeban et al,. (2010) quiont signalé que I'extrait méthanolique des
parties aériennes datrullus colocynthisest menu d’'une importante activité antifongiqueAur
fumigatusalors que I'extrait aqueux n’a aucune activitéfantjique sur cette souche. En outre,
Aspergillus flavus’est révélé résistante aux deux types d’extr@ies deux souches fongiques
sont moins résistantes en présence d’extrait éligaroalors que le rhizopus’est révélé
sensible a I'extrait aqueux. En ce qui concernetiiggt des graines d€itrullus colocynthisl.
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plusieurs études ont prouvé leur activité antifqngi notamment le travail dderzouk et al.,
(2009) ou lI'on a constaté que les extraits des fruitseteplante ont présenté un large spectre
antifongique. Dans le méme se@acem etal., (2009) ont montré que I'extrait aqueux de la
pulpe inhibe la croissanceABpergillus flavusavec unindice antifongique de I'ordre de 82%.
En paralléle I'etude faite p&8amaneh etal., (2015)a révele qudes souchesA. nigeret A
flavuset A.fumigatausnontrent une sensibilité a I'extrait hydro alcqak brut de

C.colocynthisLes effets antifongiques des extraits aqueux ehamélique des graines de la
coloquinte peuvent étre attribués aux différentdsstances phytochimiques détectées lors du
screening phytochimique. Dans leur étullbdel ghani et al., (2008) mettent aussi en relation
I'activité antifongique des extraits des grainesGdecolocynthisavec les substances bioactives
de la plante. La tendance de ces substances phyigales d'avoir une activité plus élevée sur
I'ensemble des souches est en fonction de leurentmtions dans les extra{fsogliani et al.,
2005 ; YAN etal., 2008).

Nous pouvons conclure quémportance de ces familles phytochimiques eslugricée par la
répartition géographique deitrullus colocynthis ce qui influe par la suite sur leurs activités
biologiques. L’activité antimicrobienne des exsaitlépend donc de la plante, de sa
composition, de l'organe végétal a tester, de lareade I'extrait et de la souche a étudier
(GRAVEN et al., 1992).

Tableau n °21: Résultats de I'activité inhibitrice de 'EM(@). sur les souches fongiques

testées.

concentrati
(mg/mi) 0,05 0.125 0.25 0.5 1.25 2.5 5

Espéce
A.flavus 22 40 50 60 70 78 79,49
F.oxysporum |20 40 44 46 50 60 62,50
A.niger 7,69 15 23 30,77 46,15 52 56,92
R.stolinifer 23,08 38,46 53,85 61,54 64,62 73,85(76,9230769
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Figure n° 56: L'indice antifongique de I'extrait méthanoliqde I’Abiodh S/D

VI.3.Evaluation du potentiel antioxydant des extrais :

A travers nos recherches bibliographiques et conge de la complexité des processus
d’oxydation, il apparait clairement qu'une seuletimée n’est pas suffisante pour caractériser
le potentiel antioxydant d'un échantillon. C’estupquoi notre choix s’est porté sur l'utilisation

de deux tests chimiques. Le principe de ceux-asepsur un changement de couleur qui a été
suivi par la lecture de I'absorbance a des longudiondes spécifiques. Dans ce qui suit, nous

présentons les résultats du potentiel antioxydastextraits bruts sélectionnés pour cette étude.
VI.3.1 .Piégeage du radical 2,2-diphényl-1-picrylhgrazyl (DPPH?) :

En faisant varier les concentrations des extraits, s, 4.5, 4, 3.5, 3,1 et en calculant pour
chaque concentration le pourcentage d’inhibitiorrespondant (Pl %), nous avons établi les
profils d’activité antiradicalaires présentés dbesscourbes qui déduit la valeur correspondante
nécessaire pour diminuer 50% du taux des radidaues). D’'apres le courbe illustré dans la

figure n° 57et 58 on remarque que il existe urgmantation proportionnelle des pourcentage
d’inhibition en fonctions des concentrations degragts ,ont permis I'obtention des courbes

linaires et logarithmiques avec urf @mpris entre 0.962 et 0.972.
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Figure n°57: Pourcentages d’inhibition du radical libre DPRHfenction des
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Figure n°58: pourcentages d’inhibition du radical libre DPPHfenction des

différentes concentrations d’'EM (gh.
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Les profils de I'activité antiradicalaires obtemésélent que les extraits riches en capacité anti
radicale qui s’accompagne par son passage de leucadolette a la couleur jaune mesurable a
515nm (figure n°59). Nous observons une augmemtapiportionnelle des pourcentages

d’inhibition en fonction des concentrations, lagaéce d’'une phase exponentielle signifie une
réduction presque moitié du radical DPPEextrait EM (d) ogdu I'espéceC.colocynthisa

montré un pouvoir réducteur plus important par cappux autres extraits a une concentration

de 6 mg/ml, il atteint une bonne capacité d’infnibé avec pourcentage égale a 84.23%.

Alors que les EM (dj2 n'ont atteint que 73% a cette méme concentrati@s aleurs sont

comparees avec ceux de l'acide ascorbique qui aamentration deé6mg/ml peut réduire 98
% du DPPH.

1. Courbe d’étalonnage:

Cette courbe est établie en utilisant I'acide dsigole comme référence. La formule de la
Régression linéaire de cette courbe est de y =6R%2+ 54.90 avec un coefficient de

corrélation R2 égal & 0.998 (figure n °60).

Les concentrations des extraits et de l'acide bipog qui inhibent 50% du DPPH a été
déterminés graphiquement et résumé dans le tabieatR2. Les IC50 déterminés
graphiquement varient d'un extrait a l'autre, A goeacentration entre 0.98 et 1.1mg/ml, les
deux extraits ont atteint le seuil de I'lC50. Egarant ces résultats avec la vitamine C dans
la quelle IC50 représente 0.97 mg/ml donc on comsiae les deux extraits possédent le plus

fort pouvoir antioxydant. Elles sont proches déecdlacide ascorbique.
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Figure n°59: représente les résultats visuels de réductionRiRHDen DPPH-H
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Figure n°6C : Pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH fenction des différentes

concentrations d’acide ascorbique

Tableau n° 221C50 des extraits EM (dp et EM (d)og de fruit de la coloquinte et de la

vitamine C.
Les extraits EM (d)32 | EM (d)og Vitamine C
IC50 (mg/ml) 1.100 0.98 0.97
Activité antiradicalaires 1/1C50 0.91 1.020 1.030
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VI1.3.2.Pouvoir réducteur du fer ;

Ce pouvoir se traduit par la réduction du Fe3+ e@+- en présence d’antioxydants dans
I’échantillon testé. La quantité de Fe2+est supae la mesure de I'absorbance a 700 nm. Par
des dilutions en cascade des différents extraitsster EM (d)32 et EM(d) og ainsi que
I'antioxydant de synthese (BHA). Une gamme de cotredions a été réalisée allant de 3 a 7
mg/ml.les valeurs des D.O ont permis du tracerodesbes ayant des allures linéaire avec R?2
entre 0.81 et 0.91.

Nous remarquons que l'activité réductrice est propnnelle avec l'augmentation des
concentrations de nos extraits dans les quelles extraits : EM (d}; et EM (d) os testés
possédent une capacité dose dépendante a réddime @omme la montre la courbe illustrée
dans lafigure n °61, on remarque que le pouvoir réducteur varie c@malilement entre les
différents extraits avec des valeurs des densifggques maximale égale 0.107 a la
concentration du 7 mg/ml po@. colocynthiEEM(d) og alors que I'extrait EM(dp a présente
I'activités plus élevé dans le méme concentratiorymg/ml pour réduire le fer par rapport le
premier avec une densité optique qui atteint lal sk 0.212. Et dans la concentration du
3mg/ml la densité optique est similaire dans lasxdextraits mais plus faible entre 0.056 et
0.051. Cette valeur reste plus supérieur a cekbeBHIA.'IC50 obtenu pour I'acide ascorbique,
utiisé comme molécule de référence, est bien igtfiéra ceux des extraits, est donc, I'acide

ascorbigue possede une activité antioxydante kegg.€

Nos résultats de l'activité anti radicalaire soas$ pn accord avec ceux Beutchiche, (2011)

qui a démontré qu'a faible dose de l'ordre de 1mg8nl aucun effets antioxydant n'a été
observer pour aucun extraits, par contre a forteceotration 30 mg/ml, ils peuvent réduire
respectivement 80.84%, 88.86%, 91.89% et 90.58%WRIAH, apres 30 min d'incubation, avec

IC50 plus inferieurs a nos résultats est égaledrgpml.

Tandis nos résultat sont inférieur a ceux qui aldepar Kumar et al,.2008),ont démontré
qu'une concentration d2.5 mg/ml de l'extrait méthanolique de I'épicarpe duitfde C.
colocynthispeut réduire 88% du DPPH apres 30 min d'incubatiws results sont en accord
avecDjedidi et Sahi, (2009)ont démontré que les trois extraits acétate d&tleau-meéthanol

et aqueux, a une concentration de 2 mg/ml, peuéshiire respectivement 88.73%, 66.19% et
74.46% du DPPH, aprés 30 min d'incubation. Cepénuas résultats sont pas en accord avec

I'étude récente qui indiqué que le activité andiicalaire qui était détermine padn hsouna et
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al,. 2012 pour I'extrait aqueux I§g =1,85ug / ml, suivie par l'acétate d'éthylesstC3,80 ug/ml
et extrait méthanolique Kg=19,5 ug / ml, contre 'acide ascorbiqued€ 3,1 ug ml.

+DO EM(d)08 mDO EM(d)32

0,12

0,1

0,08 -

0,06 -

0,04 -

Absorbance a 700nm

0,02 -

0 T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6

Concentration en mg/ml

Figure n° 61 pouvoirs réducteurs des extraits EM{ght EM(d)oset des antioxydants de
synthese

VII. Tests d’hémolysein vitro:

Ce test a été évalué parce que, méme si une glasg&de un pouvoir antioxydant puissant et
une activité antimicrobienne modérée, son utilsaten médecine traditionnelle et dans les
préparations pharmacologiques sera contrélée esemeé de leur effet hémolytique, qui est un
indicateur de cytotoxicité. Les érythrocytes cdnstit un modéle cellulaire trés adéquat pour
cette étude, en raison de la richesse de leurs raeed en acides gras polyinsaturés et la
concentration cellulaire élevée en oxygene et endgéobine. L’'exposition des érythrocytes a

un agent hémolytique (extrait) conduit donc a Iselye leurs membranes plasmiques avec

libération du contenu cellulaire hémoglobine mable a 540 nm. Les concentrations finales
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des extraits ont été choisies selon les CMI obtemae la méthode des microdilutions vis-a-vis
de toutes les souches testées.

Les extraits EM(d)32 et EM(d) og de C. colocynthis ,possédent un potentiel antioxydant
important, ont été testés a différentesmcentrations (100,50,25, 12.5 ,6.25 ,3.13 ,1.6mhd)
pendant O, 5, 10,20, 30, 60, 90 et 120 min d’'iatioin avec desrythrocytes humains diluées a
10% (v/v) dans du PBS température ambiante. Un pouvoir hémolytique sendés$i le
pourcentage d’hémolyse est supérieur a (Brarma et Sharma, 2001)puis nous pouvons

comparer a un témoin négatif (tube contenant queBf et suspension érythrocytaire).

En examinant les résultats illustrés dans les asurla figure n°62, nous signalons que d’effet
hémolytique sont directement proportionnels a bFaeigtation des concentrations des extraits en
fonction du temps (figure n°62). A 0 min d’'inculmatinous observons une augmentation du

pouvoir a partir du 9.67 jusqu’au l'atteinte duls&l1.67 % dans la concentration 200mg/ml

Dans 5 min et pour toutes les concentrations tesiéel’extrait EM(d)os, les pourcentages
d’hémolyse sont atteignent le seul de 47% darf€]a100mg/ml et 1.67 % dans la [1.6]
mg/ml. Les pourcentages atteignent des valeurse e6f.67% et 24.33%, aprés 30min
d’'incubation. Apres le temps 90nous pouvons montegre les pourcentages atteignent des
valeurs entre 73.67% et 41.33%.

En examinant les résultats illustrés dans les asurla figure n°63, nous signalons que d’effet
hémolytique sont directement proportionnels a bagigtation des concentrations des extraits en

fonction du temps

A 0 min d’incubation nous observons une augmemtatiu pouvoir hémolytique d’extrait
EM(d) 32 A partir du 24 .50% jusqu’au latteinte du seul3.2L % dans la concentration
100mg/ml Dans 5 min et pour toutes les concepatitestées du I'extrait EM(d) du

100mg/ml, le pourcentage d’hémolyse est atteigrezul de 84.19% dans et 21.74%, dans la
concentration 1.6mg/ml. Les pourcentages atteigdestvaleurs entre 93.67% et 81.82%, aprés
20min d’incubation. Apres le temps 90nous pouvolsitner que les pourcentages atteignent
des valeurs entre 77.10% et 64.43%.

Donc, on peut classer I'effet hémolytique des défés extraits testés, a la concentration de
6.25 mg.ml-1, aprés 120 min de contact avec lehryytes humain, comme suit :
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EM(d) 32 >EM(d) os. De ce fait, les extraits testés ont montré umte factivité hémolytique
avec des pourcentages supérieurs a 4 % Donc,ritsdaane trés forte toxicité, méme a des
concentrations petites et aprés 1 heure de coatet les érythrocytes humains. Dans cétte
toxicité probablement due a la richesse de latplpar les alcaloides. Du méme c’est une
plante est reconnue dans la littérateur parosécité, citons les travaukElawad etal,. 1984
,Ott et al., 2003).
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Figure n° 62 Evolution du taux de hémolyse des differenteseatration du I'extrait EM(d)s

C.Colocynthisilu BECHAR Aprés 0 & 120minute d’incubation parmpep I’hémolyse total.
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Les plantes médicinales restent toujours la sofiatde des principes actifs connus par leurs
propriétés thérapeutiques. Leur utilisation egb@gression constante, étant donné la toxicité et
les effets secondaires indésirables des molécudesydthése. Dans ce contexte, on s’est
intéressé a évaluer la composition chimique airmsi, s’est intéresse a déterminer le taux en
polyphénols et les activités antioxydants et armtiobiennes des extraits du fruit d'une plante
saharienne. |l s’agit deitrullus colocynthisde deux régions différentes utilisées dans la
pharmacopée traditionnelle de notre région, potnaieement de plusieurs maladies.

L’enquéte ethno-pharmacologique nous a révélé pamsnd’'une vingt et un de plantes

recensées et présumées posséder des propriétsetitégue dans notre région.

L’obtention des extraits par des solvants de gékardifférentes a été réalisée par décoction et

macération. Le rendement I'extrait EMgd)présente le rendement d'extraction le plus élevé,
été voisin de 19.96 %, et 22.86% concerne EM¢d3uivie par I'extrait héxanique 15.7% dans

EH32 et 16.1% pour 'EHos alors que les extraits EAc et EM(m) présententfalble
rendement entre 10%et 13% respectivement.

Cette étude nous a permis d’identifier les compagémiques des extraits par screening
phytochimique et par la chromatographie en couchecenet de doser leur contenu en
polyphénols totaux et d’évaluer aussi trois aaiwvibiologiques (antimicrobienne, antioxydante
et cytotoxicité) des extraits de plante de citmilaolocynthis de région d’EL Bayadh (Abiodh

sidi cheik) et Béchar (Béni ounif )

Ceci souligne un ensemble des résultats montré que

% L'étude de nos extraits nous a permis de montrer EM(d) et EM(m)présentent des
compositions riches et variées en métabolites sktms notamment en flavonoides,
tanins, alcaloides ,coumarine et composés rédggteawec cependant une absence
totale en saponines ,stérols et triterpénes @baphes ainsi nous a permis de montrer
que EH et EAc présentent des compositions richgarétes en métabolites secondaires
notamment en, tanins, alcaloides , et hétérosideediques et hétérosides triterpenes
coumarine; avec cependant une absence totalepemises et anthocynes flavonoides
et composés réducteurs.

< L’étude qualitative et quantitative de I'activitdtamicrobienne de nos extraits
d’EM(d) 32 et EM(d) og est avérée trés intéressant, du fait que nous avoienu des
résultats positifs sur toutes les souches testeeseffet, le pouvoir antibactérien est

relativement éleve, avec des CMI obtenues sont aeagpentre 3.25 et 104mg/ml.
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Les résultats obtenus indiquent gBesubtiliset L. monocytogenesont les souches les plus
sensibles. Par contre souch@s fetus, E. coli K.pneumoniaesont les plus résistantes. En
revanche, la méthode de microdillution en milieguide a montré une activité antifongique
intéressante contre les souches fongiques exam{f@ases et moisissures). Les CMI anti
candida obtenues sont comprises entre 26 et 10dlmgy/ Les CMI anti moisissures obtenues
sont comprises entre 52 et 208 mg/ml En plus, levpio antifongique des d’EM(ey et
EM(d)s2de citrullus colocynthis vis-a-vis les souches iqugs testées indiquent que ces extrait
ont une capacité inhibitrice de croissance impogtaour les six souches testées.

s Le test de l'activité antioxydante de nos extraitals a permis de constater que nos
extraits ont une activité efficace en tant que @omnd'’hydrogéne et un antioxydant
primaire par réaction avec le radical libre DPPH.

% L'essai de la cytotoxicité de nos extraits vis-a-18s globules rouges révele que les
EM(d) 32 et EM(d)os présentent un effet cytotoxiqgue Donc. méme si Uaet possede
un pouvoir antioxydant puissant et une activit@énaictobienne modérée, son utilisation
en médecine traditionnelle et dans les préparapbasmacologiques sera impossible en

présence de leur effet hémolytique, qui est urcatéur de cytotoxicité.

La composition chimique des extraits de citrulladocynthis pourrait étre modifié selon la
distribution géographique et il pourrait étre uotéar efficace affectant son activité biologique;
méme que les variations écologiques et locales d&lévation des sites de populations.
Nos perspectives de recherche pour le futur sergdesantes :
» Isoler les molécules contenues dans les extrdifs decitrullus colocynthis
» valoriser les extraits degitrullus colocynthis en industrie agroalimentaire,
pharmaceutique et cosmétique.
« FEtudier la cytotoxicité de ces molécules par aases méthodes afin de confirmer ou
d’infirmer l'activité attribuée a cette plante.
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Annexe n°1: Questionnaire J

1- ldentification :

N°:

(=1 010 0 0 PP
SEeXE it Age :.... Poids @ ..o
Adresse @.........ccoccieininn. ville e Willaya oo

2-Informations générales sur la plante :

Est-ce que tu sais cette pPlante ?...........cooviiiiiiiiiiiiiici e

Quels sont les NOMS ULIlISES [0CAIEMENT 2. .eeeeeniiiie e e

Quelles sONt SES ULIHSALIONS ?.......ccvuiiiiiii e e e e e et eeaa e e eaaanns

Est-ce qu’elle est utilisée pour la peau ? les ymoduits cosmétiquées ? dits ses
ULIHSALIONS 2. e e e

Quelle est Sa régioN e rECOILE ?..........cemmmmmmeeeeeeeeeeeee ettt e eereeer e e e e e e e e e e aaeeeees

Est-ce qu’elle utilisée SEC 0U NUMIAE ?........uuuiiiiiiiiiiiiiec e

Si elle est utilisée sec, quels sont ces moyersedeage (soleil, feu, ombre...) ?................] .

Quelle est la quantité utilisée ? et le volume d’paur sa préparation ?............cccceeeeens

Quel est le temps eXact POUN CEIA ?.......oeuueeeeiie e a e

Comment utiliser cette Préparation ?.........coeueeuiiuuiiiiiiiiee e s
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Quel est le dosage utilisé (adulte, enfant, enERML..............ooovveeiiiiiiiiieee e e eeeeeeeeens

Est-ce qu’elle provoque certagmpoisonnement quelquance ?...........oooeecceeeeeeee wvnne

Que fait-il fAaIre dANS CE CAS ?.....ovviiiccmee et ee et e e et e e et rre e e e e e s e e e e e e e e aaaa e eeeas

Quelle est 1a dUrée deS SOIGNES ?......... oo eeereereernetnnnaaaaeeaaeaeaaeeetraeeeeeaeeereer——————

Quels sont les faites indésirables POSSIDIES. eeee.eeviiiiiiiii

Quelles sont les aliments autorises oui interddesde son utilisation ?................ooceee ..

Quelle était la question qu’on devait poser ebgul’a pas faite ?...........ccoevvvviiiiein e,
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Annexe 2: Préparation des réactifs pour tests Phothimiques J

REACTIF DE DRAGENDORF

(Tétraiodobismuthate de potassium) ou appelle aéastif a I'iodobismuthate de potassium
_Solution A: Dissolve 0.5g de bismuth nitrate (Bi (NO3)3 5 H2lans 20 ml d’acide
acétique 20% ;

_Solution B: 5ml de Kl préparée a 40% dans I'eau distillé ;

_Mélanger A et B et Ajuster a 100ml par I'eau dliti

Réactif de Mayer

_Solution A: 1.358g de chlorure de mercure HgCI2 sont dissans 60 ml d’eau
distillée ;

_Solution B : 5g d’iodure de potassium Kl sont dissous dansl0eau distillée ;
_Les solutions A et B sont mélangées extemporareetda volume final est ajusté a

100ml avec d’eau distillée.

Réactif de Wagner

_2g de Kl et 1,27g de | sont dissous dans 75miudiistillée, puis ajustés a 100ml avec

d’eau distillée.

Liqueur de Fehling

_Solution A: solution de sulfate de cuivre & 40 g/l ;
_Solution B: 200 g de tartrate de potassium-sodium et 150af@HNpour 1 litre d'eau
distillée ;

_ Meélanger les deux solutions a volumes égaux €lamger juste avant I'emploi).
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Annexe n °3 : Composition des milieux de culture J

Milieu PDA (Potatoes Dextrose agar)
Pomme de terre (macération 500ml de filtrat) 200 g
Dextrose 10 g
Agar 159
Eau distillée 1000 ml

Bouillon Nutritif (BN, Fluka) :

Peptone 15,0
Extrait de levure 3,0
Chlorure de sodium 6,0
Glucose 1,0
Eau Distillée gsp IL
pH =7,5(x0,2) a 37°C
Suspendr@5gde la poudre dans un litre d'eau distillée, eresstiriliser par autoclavage a
121 °C pendant 15 min.

Gélose Nutritive (GN, Fluka)
Peptone 15,0

Extrait de levure 3,0
Chlorure de sodium 6,0
Glucose 1,0
Agar 15,0
Eau Distillée gsp IL
pH =7,5(x0,2) a 37°C
Suspendre 40g de la poudre dans un litre d'ealllédisen suite chauffer sous agitation
jusqu'a ébullition pour la dissolution totale duieu et stériliser par autoclavage a 121 °C
pendant 15 min.
Bouillon Sabouraud:
Peptone (Flukal0,0
Extrait de levure (Fluka) 3,0
Glucose (Sigma-Aldrich) 20,0
Eau Distillée gsp IL
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pH =5,8(x0,2) a 37°C

Suspendre la poudre dans un litre d'eau distitléayffer si c'est nécessaire pour la

dissolution totale du milieu et stériliser par aldwage a 121 °C pendant 15 min.
Geélose Sabouraud:

Peptone (Fluka) 10,0

Extrait de levure (Fluka) 3,0

Glucose (Sigma-Aldrich) 20,0

Agar 15,0

Eau Distillée gsp IL

pH =5,8(x0,2) a 37°C

Suspendre la poudre dans un litre d'eau distél@esuite chauffer sous agitation jusqu'a

ébullition pour la dissolution totale du milieusériliser par autoclavage a 121 °C pendant 15

min.
Bouillon Mueller Hinton (BMH, Fluka):
Infusion de viande de boeuf 2,0
Hydrolysat de case me 17,5
Amidon 1,5
Eau Distillée gsp IL
pH =7,4 (£0,2) a 37°C
Suspendre 23 g de la poudre dans un litre d'eéiliétisen suite stériliser par autoclavage a
121°C pendant 15 min.
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