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Abstract

Abstract:

Our work focuses on the ethnobotanical study and phytochemical, antimicrobial and
antioxidant activities of Citrullus colocynthis, Datura stramonium and Salsola

vermiculata, the endemic plants of Béchar area.

Ethnobotanical study showed that 46.41 % of the population use Citrullus
colocynthis as hypoglycemic, 50 % use Datura stramonium as an aphrodisiac, and 72.2 %

of Salsola vermiculata is used to treat sunburn.

The phytochemical screening showed the presence of flavonoids, alkaloids, tannins
and sterols and terpenes in the leaves of the three plants and the lack of sterol and steroids

in the leaves of Datura stramonium.

This wealth of phytochemicals is confirmed by the returns of aqueous extracts,
méthanoliques extracts and flavonoids or they gave a yield of 2.8 %, 2.61 % and 1.5 % of
flavonoids of leaves of Citrullus colocynthis, Datura stramonium and Salsola vermiculata

respectively.

The antimicrobial activity was determined by the disk technique and direct contact
with seven bacterial strains and the radial growth and biomass technic to four fungal
strains, the best MICs were recorded in Escherichia coli with a concentration of 6mg / ml

of the aqueous extract of the roots of Citrullus colocynthis

The tested fungal strains were inhibited 100% by all plant extracts at different
concentrations, Aspergillus ochraceus presented a high sensitivity where he was inhibited
at low concentrations of extracts or flavonoids. The tested fungal strains were inhibited at
100% by all plants at different concentrations, Aspergillus ochraceus presented a high

sensitivity and it was inhibited at low concentrations of extract and flavonoids.

The method of capture free radicals using the DPPH. is applied to measure the antioxidant
activity; actual concentrations of flavonoids which inhibit free radicals are 5pg / ml for
C.colocynthis flavonoids leaves, 7 mg / ml for D. stramonium and 8ug / ml for

S.vermiculata leaves.

Key words: Citrullus colocynthis, Datura stramonium, Salsola vermiculata,

ethnobotanical, phytochemical screening, antimicrobial activity, antioxidant activity.



Résume

Résumeé :

L’objectif de notre travail porte sur I’étude ethnobotanique, la composition
phytochimique, les activités antimicrobienne et antioxydante de Citrullus colocynthis,

Datura stramonium et Salsola vermiculata, des plantes endémiques de la région de Béchar.

L’étude ethnobotanique a prouvé que 46.41% de la population utilisent le Citrullus
colocynthis comme hypoglycémiant, 50% utilisent Datura stramonium comme
aphrodisiaque alors que Salsola vermiculata est utilisé a 72.2% pour traiter les brilures de
soleil.

Le criblage phytochimique a mis en evidence la présence des flavonoides, des
alcaloides, des tanins, dans les feuilles des trois plantes et I’absence des stérols et

stéroides dans les feuilles de Datura stramonium.

Cette richesse en substances phytochimiques est confirmée par les rendements des
extraits aqueux, méethanolique et des flavonoides ou ils ont donné un rendement de 2.8%,
2.61% et 1.5 % des flavonoides pour les feuilles de Citrullus colocynthis, Datura

stramonium et Salsola vermiculata respectivement.

L activité antimicrobienne a été testée par la technique des disques et le contact
direct sur sept souches bactériennes et la technique de la croissance radiale et la biomasse
pour quatre souches fongiques, les meilleurs CMI ont été enregistrées sur Escherichia coli

avec une concentration de 6mg/ml de I’extrait aqueux des racines de Citrullus colocynthis.

Les souches fongiques testées ont été inhibées a 100% par tous les extraits des
plantes a différentes concentrations, [|’Aspergillus ochraceus a présenté une sensibilité
importante ou il a été inhibé a des faibles concentrations des extraits ou des flavonoides.

La méthode du piégeage des radicaux libres a l'aide du DPPH: est appliquée pour
mesurer I’activité antioxydante ; les concentrations effectives en flavonoides qui inhibent
les radicaux libres sont 5ug/ml pour les flavonoides des feuilles de C.colocynthis, puis 7

pg/ml de D. stramonium et 8ug/ml pour les feuilles de S.vermiculata.

Mots clés: Citrullus colocynthis, Datura stramonium, Salsola vermiculata,

ethnobotanique, criblage phytochimique, activité antimicrobienne, activité antioxydante.
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Introduction générale

Depuis la nuit des temps, I’homme a toujours loué les services de la nature pour
soulager ses maux ; celle-ci lui a bien rendu a travers la médecine traditionnelle qui se
définit selon 1’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) comme étant « I’ensemble de
toutes les connaissances et pratiques explicables ou non pour diagnostiquer, prévenir ou
éliminer un déséquilibre physique, mental ou social en s’appuyant exclusivement sur
I’expérience vécue et I’observation transmise de génération en génération, le plus
souvent oralement ou par écrit ». Bien que cette relation ait existé depuis toujours, tous les

mystéres de la nature ne sont pas encore percus par I’homme (Ngavoura, 1990).

Les quelques 250 a 300 000 espéces inventoriées de plantes que I'on trouve sur terre,
dont seulement 5 a 15% ont fait I'objet de recherche de molécules bioactives, représentent
un réservoir immense de nouveaux composés médicinaux potentiels. Selon certains
auteurs, les composés d'origine naturelle présentent l'avantage d'une tres grande diversité

de structures chimiques et ils possédent aussi un trés large éventail d'activités biologiques.

L’Algérie, grace a sa situation géographique, son relief, sa grande variété de climats
et de sols, posséde une flore variée dans les régions cotieres, les massifs montagneux, les
hauts plateaux, la steppe et oasis sahariennes, renfermant plus de 3000 espéces végétales
(Saad et al., 2005).

Dans les régions présahariennes, une grande partie des ressources végétales comme

les plantes médicinales sont rencontrées a I’état spontané.

L usage fréquent de ces plantes par les tradipraticiens et les résultats satisfaisants qui
s’en suivent dans certains pays, principalement africains, & mener des réflexions plus

poussees par la revalorisation de la phytothérapie (Badiaga, 2012).

Les plantes utilisent différents moyens pour se défendre des agressions de leur
environnement que constituent les herbivores, les insectes, les bactéries, les moisissures,
les rayons UV, etc. Certains de ces moyens de défense font appel a des composés
chimiques qui interagissent avec le métabolisme de l'attaquant. Etant alors intoxiqué et

affecté, ce dernier pourrait étre découragé de poursuivre son attaque. Certains de ces
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composés ont aussi un effet pharmacologique chez I'humain et peuvent donc servir de

remeédes, tout dépendant de la dose utilisée (Jérdbme bérubé, 2006).

La recherche de composés possédant une activité thérapeutique ne peut toutefois pas
étre entreprise au hasard compte tenu du trés grand nombre d'espéces végétales. Cette

démarche doit donc étre orientée (Badiaga, 2012).

Dans cette optique, 1’étude de la phytochimie fait 1’objet de plusieurs projets de
recherche pour aider a déterminer les constituants chimiques présents dans les plantes
médicinales et ensuite d’étudier les propriétés pharmacologiques des plantes utilisées en
médecine traditionnelle et permet donc d'orienter la recherche des composés bioactifs.

Au préalable, un travail de terrain a été effectué et dont le but consiste a mener une

enquéte ethnobotanique aupres des tradipraticiens et des herboristes.

Le principal objectif de ce projet de recherche visait a valoriser trois plantes
sahariennes, Citrullus colocynthis. L, Datura stramonium et Salsola vermiculata par
I'évaluation de l'activité antimicrobienne et antioxydante des d'extraits et des flavonoides

de ces plantes.
Pour atteindre ce but, plusieurs objectifs spécifiques devaient étre réalisés :

1) Procéder une étude ethnobothanique suite a une enquéte effectué dans la région de
Béchar.

2) Faire un criblage phytochimique pour les différentes parties des trois plantes
étudiées.

3) Analyser la composition minérale et déterminer la teneur en métaux lourds des plantes
et des rhizospheres des plantes étudiées.

4) Préparer des extraits aqueux et méthanoliques a partir des différentes plantes.

5) Extraction des flavonoides a partir des plantes étudiées.

6) Evaluer l'activité antibactérienne des extraits et des flavonoides sur des souches
bactériennes Gram-négative et Gram-positive.

7) Evaluer I'activité antifongique des extraits et des flavonoides sur des souches d’origine
alimentaire.

8) Evaluer I’activité antioxydante des extraits et des flavonoides des plantes étudiées.
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Chapitre I : Plantes médicinales

L’usage des plantes en médecine est trés ancien. On a méme découvert quels
animaux sauvages utilisent instinctivement certaines plantes pour se soigner. Les plantes

médicinales font partie du savoir de base de toutes les sociétés humaines (Paul, 2001).
I.1. Définition des plantes médicinales

La Pharmacopée francaise (X°™ édition) donne une définition claire des plantes
médicinales : « Les plantes médicinales sont des drogues végétales qui possedent des
propriétés médicamenteuses. Ces plantes médicinales peuvent également avoir des usages

alimentaires, condimentaires ou hygiéniques » (Pharmacopée Francaise, 2009).

Une plante est dite médicinale quand elle possede des vertus pour soulager, prévenir
ou guérir. Ces vertus peuvent se trouver dans les feuilles, les racines de la plante
médicinale, ou parfois dans les trois parties (Descheemaeker, 2010). Elles sont utilisées
sous plusieurs formes : en tisane, broyées, en baumes, en huiles essentielles ou en

compresses dans différentes applications (Avramov, 2003; Wills et al., 2000).

Elles peuvent étre la source de nouvelles molécules candidates biomédicament.
Cependant, 1’'usage des plantes meédicinales peut apporter directement des réponses a
certains problémes de santé ; mais avant de pouvoir recommander 1’usage de telle ou telle
espéce pour une maladie, il est nécessaire de valider I’usage traditionnel qui en fait (Roux
et Catier, 2007 ; Sofowora, 2010).

En d’autres termes, il convient d’évaluer scientifiquement I’activité
pharmacologique de la plante médicinale retenue et apprécier si celle-ci confirme sa
réputation .De plus, il est impératif de vérifier également 1’absence de toxicité des plantes
employeées (Ernst et Pitter, 2005; Faure et al., 2007).

| B
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1.2. Intérét des plantes et domaine d’utilisation

Les substances naturelles issues des végétaux ont des intéréts multiples mis a profit
dans I’industrie, en alimentation, en cosmétologie et dans le domaine de la pharmacie.
Parmi ces composés on retrouve dans une grande mesure les métabolites secondaires qui
sont surtout utilisés en thérapeutique. La pharmacie utilise encore une forte proportion de
médicaments d’origine végétale et la recherche trouve chez les plantes des molécules

actives nouvelles, ou des matieres premiéres pour la semis synthése (Bahorum, 1997).

L’ usage des plantes en médecine est tres ancien. Plusieurs chercheurs ont découvert
que les animaux sauvages utilisent instinctivement certaines plantes pour se soigner. Les
plantes médicinales font partie du savoir de base de toutes les sociétés humaines (Paul,
2001).

La vérité est que la médecine moderne manque cruellement de nouveaux
traitements. Il faut plusieurs années pour qu'un nouveau médicament franchisse toutes les
étapes de la recherche et de la fabrication qui engendre un codt énorme. Ce qui explique la
nécessité des chercheurs et des sociétés pharmaceutiques de trouver de toute urgence des
nouvelles sources de traitements, qui se tournent de plus en plus vers la médecine
traditionnelle (Shetty, 2010).

En Afrique, en Asie et en Amérique latine, de nombreux pays font appel a la
médecine traditionnelle pour répondre a certains de leurs besoins en soins de santé. En
Afrique la médecine traditionnelle constitue le premier recours pour pres de 80% de la
population (OMS, 2002). lls se tournent de plus en plus vers la médecine traditionnelle
(Shetty, 2010).

| (8]
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1.3. Phytotherapie

Il vient de deux mots grecs : phyton (plante) et thérapie (Soigner). La phytothérapie
consiste donc a soigner avec les plantes. Ces plantes peuvent étre utilisées fraiches ou

volontairement séchées (Vaudrauil ,2012).

La phytothérapie peut donc se définir comme étant une discipline allopathique
destinée a prévenir et a traiter certains troubles fonctionnels et /ou certaine états
pathologiques au moyen de plantes, de parties de plantes ou de préparation a base de
plantes (Wichtl ,2003).

La phytothérapie anti hypertensive connait de nos jours un essor important et
l'utilisation d'extraits de plantes a visée thérapeutique est une pratique courante en
médecine traditionnelle africaine. 1l s'agit d'une pratique millénaire basée sur un savoir
empirique qui s'est transmis et enrichi au fil d'innombrables générations. La phytothérapie,
étymologiquement le traitement par les plantes, est une méthode thérapeutique qui utilise
I'action des plantes médicinales (Malick, 2006 et Sadok ,2009).

1.4. Les différents types de la Phytothérapie
1.4.1. Aromathérapie

L aromathérapie est une thérapeutique qui utilise les essences des plantes (huiles
essentielles) substances aromatiques secrétées par de nombreuses familles de plantes, ces
huiles sont des produits complexes a utiliser souvent a travers la peau (Goeb, 1999 et
Maatoug, 1990).

1.4.2. Gemmothérapie

Elle se fonde sur l'utilisation d'extrait alcoolique de tissus jeunes de végétaux tels que

les bourgeons et les radicelles (Guenter, 1975).

| (o))
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1.4.3. Herboristerie

Correspond a la méthode de phytothérapie la plus classique et la plus ancienne.
L'herboristerie se sert de la plante fraiche ou séchée et I’utilise soit entiere, soit une partie
de cette derniere (écorce, fruits, fleurs). La preparation repose sur des méthodes simples, le
plus souvent a base d'eau : décoction, infusion, macération. Ces préparations existent aussi
sous forme plus moderne de gélule de poudre de plante séche que le sujet avale
(Hostettmann, 1997).

1.4.4. Homéopathie

Elle a recours aux plantes d'une facon prépondérante mais non exclusive ; les trois
quarts des souches sont d'origine végeétale, le reste étant d'origine animale et minérale
(Kerhar et Adam, 1974).

1.4.5. Phytothérapie pharmaceutique

Utilise des produits d'origine vegétale obtenus par extraction et qui sont dilués dans
de l'alcool éthylique ou un autre solvant. Ces extraits sont dosés en quantités suffisantes

pour avoir une action soutenue et rapide (Yildiz, 2007).
I.5. Avantages de la phytothérapie

N’oublions pas que de tout temps a I’exception de ces cent dernieres années, les
hommes n’ont pas eu que les plantes pour se soigner, qu’il s’agisse de maladies bénignes,

rhume ou toux ou plus sérieuses telles que la tuberculose (Peyron, 2000).

Aujourd’hui, les traitements a base de plantes reviennent au premier plan car
I’efficacité des médicaments tels que les antibiotiques (considérés comme la solution quasi
universelle aux infections graves) décroit, les bactéries et les virus se sont peu a peu
adaptés aux medicaments et leur résistent de plus en plus. La phytothérapie qui repose sur
des remédes naturels est bien acceptée par 1’organisme et, souvent associée aux traitements
classiques. Elle connait de nos jours un renouveau exceptionnel en occident, spécialement
dans le traitement des maladies chroniques comme 1’asthme ou I’arthrite (Bruneton, 1993.

Franchomme et Penoel, 1990).

7
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1.6. Toxicite de certaines plantes

Les plantes medicinales étant pharmacologiquement activent elles
peuvent étre responsables  d’effets nuisibles, dangereux voire mortels

nécessitant une vigilance continue (Skalli & Soulaymani, 2008).

De méme, il ne faut pas utiliser des plantes d'origine douteuse, puisque les
facteurs de pollution, la cueillette et les méthodes de conservation, de stockage... peuvent

altérer les propriétés des plantes (Sadok ,2009).

| 00



Chapitre 01 : Plantes médicinales Etude bibliographique

1.7. Plantes étudiées

Le Sahara, le plus vaste et le plus chaud des déserts du monde, posséde dans sa parte
Nord, le Sahara septentrional avec une végeétation diffusée et clairsemée. La flore est variée
dans les régions cotieres, les massifs montagneux, les hauts plateaux, la steppe et les oasis
sahariennes, dont on trouve plus de 300 espéces végetales spontanées dans la région
présaharienne. Une grande partie de ces ressources végétales sont rencontrées a I’état
spontané (Askri et al., 2003).

1.7.1. Citrullus colocynthis

Est une espéce proche de la pastéque. Elle est fortement tolérante a la sécheresse et
se trouve dans de nombreux pays d’Afrique, du Moyen-Orient et d’Asie. La coloquinte
possede plusieurs noms vernaculaires comme « hadja, handal, hantel, tifersit, timhididdjit »
(Chiali, 1973).

1.7.1.1. Description botanique

C’est une espéce annuelle ou vivace, liane herbacée a tiges angulaires, rampantes ou
migrantes, munies de fleurs jaunes verdatres a sexes séparés, pédonculées, solidaires aux
axiles des feuilles. Les feuilles sont larges de 5 a 10cm de longueur, rugueuses et
découpées en 3 a 7 lobes.

Chaqgue plante produit 15-30 fruits appelés gourdes, de 30 cm de diametre, dont la
couleur varie du jaune clair au roux, de pulpe intérieur spongieuse dans laquelle se fixent
les graines (Debuigne, 1984; Chiali, 1973).

1.7.1.2. Classification classique

Régne : Plantae

Division : Magnoliophyta

Classe : Magnioliopsida

Ordre : Viuolaes

Famille : Cucurbutaceae

Genre : Cirtullus

Nom binominal : Citrullus colocynthis(L) (Schard, 1838).

| o
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1.7.1.3. Origine et répartition géographique

La coloquinte, originaire des soles arides, est tres fréquente dans les régions
tropicales humides ou modérément seches. Elle est peu présente dans les zones tempérées
(Bruneton, 1996). Elle occupe une région trés vaste qui s’étend du Nord-Africain, du
Sahara, Egypte, Arabie Saoudite jusqu’en Inde ainsi que la région méditerranéenne
(Batanouny et al., 1999 ; John et Cincinnati, 1898).

1.7.1.4. Composition chimique :

La coloquinte est une plante qui contient plusieurs substances chimiques. Chaque
organe de cette plante contient des composants chimiques bien définis le tableau 01

représente la composition chimique.
Tableau 01 : Compositions chimiques de la coloquinte.

Partie Composant Référence

Graine 19% huile ;13.5% protéine ;2.1% cendre ;52.9% (Sawaya et al., 1986)
fibre brute ;4.9% Azote libre ;322mg/100g (Sebbagh et al., 2007)
potassium ;119mg/100g phosphore ;3.3mg/100g (Albareda, 1999)
fer ;Alcaloide ;glucoside ;Saponosides.

Acide gras insatureé ; vitamine E ; poly phénol.

Pulpe Quantité importante des composeés hémolique et (Kumar et al., 2008)
de flavonoides; a-élatérine; colocynthixe ;| (Offonry et Achi, 1998)
citrulene ; citrullol; la colocynthe et la | (Alland, 1994)
colocynthine ; cociorbitacine A, B.

Racine a-élatérine. (Marzouk et al., 2009)
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1.7.1.5. Effets thérapeutiques

Selon Hartwel, (2002), cette plante est utilisée comme remede pour le cancer. Le
carcinome, I’endothélium, la leucémie, les tumeurs du foie et de la rate et méme de I’ceil.
Les expériences de Hollander (2001) montrent que la solution de Citrullus colocynthis
exerce une action motrice secondaire sur 1’utérus et I’intestin du lapin et une action
inhibitrice primaire suivi d’une action motrice secondaire sur le cceur de la grenouille
(Nations et Nuto, 2002).

En 1995, une équipe de chercheurs d’Emirat Arabes Unis montrent apres une étude

menée sur 24 plantes, que le Citrullus colocynthis a une activité anti-inflammatoire.

D’autre part I’extrait des racines possede une activité antitumorale et anticancéreuse
(Benmahdi, 2000).

1.7.1.6. Utilisation traditionnelle

Il y a plusieurs modes d’utilisation :

o Citrillus colocynthis est utilisée en dermatologie et contre la chute des cheveux et
indiquée pour le traitement du rhumatisme et les piqures de scorpions (Benmahdi,
2000).

e La coloquinte est trés utilisée contre les hémorroides en application locale soit
seule, soit associée a des feuilles de tabac.

e Les feuilles sont utilisées contre I’hémorragie. Elles sont prescrites pour soulager
les douleurs des membres inférieurs, le dos et les articulations (Banarjee et
Dandiya, 1967).

e Concernant le traitement du diabéte par la coloquinte, plusieurs modes d’utilisation

ont été mentionnés :

- Mettre une graine sous la langue 2a 3 fois par jour.
- Fruits frais coupés en tranche utilisés sous les pieds.
- Préparation d’une poudre a partir de 1’épicarpe séché et mélangé avec les

aliments en petite quantité (Merzouki et al., 2000).
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e Citrullus colocynthis est utilisée en tant qu’abortif et pour traiter
I’hémoroides, les infections bactériennes et le cancer (Kumar et al., 2008).

1.7.1.8. Toxicité de la coloquinte

Sa consommation a des doses plus ou moins importantes peut provoquer divers
accidents comme des diarrhées sanglantes et violentes, des douleurs abdominales, des

douleurs épigastriques et rénales et une névralgie faciale (Galvez Contreras et al., 1996).

Les feuilles et les fruits sont particuliérement toxiques pour les moutons. La dose de
0,25 a 10 g/kg provoque la mort des animaux en 4a 5 jours avec difficulté de respiration
consécutive a une hémorragie pulmonaire, une entérite, une chute de poils et des diarrhées.
Une quantité de 800 mg/kg de I’extrait éthanolique des feuilles de cette espece est une dose
toxique pour les rats et peut entrainer la mort de 60% de ces derniers aprés 24 heures
(Elawad et al., 1984; EI Wasfi, 1994).

Les études de la toxicité sur des petits ruminants suggerent que la consommation du
fruit endommage essentiellement le foie, les reins et 1’appareil gastro-intestinal (Yaniv et
al., 1999).
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1.7.2. Datura stramonium

Datura stramonium est une des trois solanacées parasympatholytiques officinales,

avec la belladone et la jusquiame noire (Pelikan, 2003).

Elle possede plusieurs noms vernaculaires comme : chdeg-jmel, Habala,
Mandjstramoine, pomme-épineuse, pomme poison ou herbe du diable, herbe a la Taupe
(Hans, 2007 ; Murray, 2008).

1.7.2.1. Description botanique

Datura stramonium est une plante herbacée annuelle, rameuse, robuste, pouvant
dépasser 1m de hauteur [30cm a 2m] et poussant a I'état sauvage. Sa racine est pivotante,
ses rameaux fortement ramifiés et son odeur réputée fétide lui évite d'étre consommeée,
surtout par temps chaud (Goullé et al., 2004 ; Boullard, 2001).

Feuilles alternées, tres grandes ovales aigués profondément sinuées ou découpées
en lobes inégaux pointus & face supérieure vert sombre. La face inferieure blanchéatre et

marquée par des nervures saillantes a la partie inférieure de la feuille (Beniston, 1984).

Les fleurs sont dressés, courtement pédicellées, souvent solitaires a I’aisselle des
feuilles, grandes (5-10 cm) de long, ont un calice (3-5 cm) a 5 dents, tubuleux et anguleux,
de couleurs vert pale (Nabors ,2008; Edouard et al, 2001). La Corolle est tubuleuse (8-10
cm), plissée, évasée en entonnoir ou trompette, de couleur blanche, parfois violacée et rose,
comportant 5 plis, se terminant en lobes pointus). 5 étamines incluses. A la période de
floraison qui s’étale de juillet & septembre, la fleur et le fruit sont trés remarquables et
facilement identifiables (Murray, 2008).

Les fruits capsulaires sont ovoides, pourvus d’épines, a 4 valves épaisses et qui

découvrent une colonne placentaire centrale portant les graines (Ozenda, 2004).

Les graines noires ou brunes, sont tres nombreuses environ 400, réniformes et

chagrinées, a surfaces réticulée (4-5x2-3x1-5mm) (Kothe, 2007).


http://bruno.ciccone.pagesperso-orange.fr/belladone.htm
http://bruno.ciccone.pagesperso-orange.fr/jusquiame.htm
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1.7.2.2. Classification botanique

Régne : plantae

Division : magnoliophyta
Classe : magnoliopsida
Ordre : solanales
Famille : solanaceae

Nom binominale : Datura stramonium.

1.7.2.3. Habitat

C’est une plante envahissante, naturalisée partout, qui préfere les sables maritimes
mais prosperes également dans les friches et les decombres et dans les terrains vagues et
cultivés. La stramoine pousse en Amérique, en Europe, en Asie et en Afrique du nord
(Bruneton, 2005 ; Litzinger, 1981).

1.7.2.4. Composition chimique

Datura stramonium est riche en substances minérales (15-18 %) et en alcaloides,

flavonoides, coumarines et tanins (Berkov et al., 2005).

Toutes les parties de la plante renferment des alcaloides : hyoscyamine, atropine et

scopolamine (Masson, 2007).

Leurs quantités et leurs proportions varient selon la partie de la plante ainsi que les
conditions environnementales [Feuilles : 0.2-0.6% d’alcaloides dans les feuilles séches
graines : mémes alcaloides 0.2-0.5%. Fleurs : 0.4%. racine : 0.06-0.3%] (Boullard, 2001).

Datura stramonium présente une teneur totale en alcaloides de 0,2% a 0,6% ; le tiers
est de la scopolamine ; les deux tiers restants de I’hyoscyamine et de I’atropine. Les jeunes
plantes sont plus riches en scopolamine que les plants adultes (Goulle et al., 2004 ; Miraldi
etal., 2001).
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1.7.2.5. Utilisation
1.8.2.5.1. Effet insecticide

Les alcaloides de Datura stramonium sont les principales composantes du
métabolisme secondaire. Ce sont des produits souvent basiques (gout amer) et plutot
hydrophiles. Ils jouent un role de défense contre les doryphores pour le maraichage. Les
graines sont aussi utilisees comme raticide ou pesticide contre les chenilles raveuses, les

puces, les chiques (Chang et al., 1999).
1.7.2.5.2. Effet médicinale

Datura stramonium était utilisé comme reméde naturel (effet antispasmodique et
sédatif), pour traiter I’asthme, les quintes de toux de la coqueluche, (notamment sous forme
de cigarettes ou a I’aide de feuille, pulvérisées que 1’on place sur une plague chaude et dont
on inhale la fumée) (Kothe, 2007).

La stramonium est également appliquée sur la peau pour soulager les douleurs de
rhumatisme et des névralgies. Les alcaloides dérivés des Tropanes diminuent les sécrétions

et décontractent les muscles lisses (Masson et al., 2001).

Son hyoscyamine et sa scopolamine administrée a I’état pur, soulagent les victimes
de la maladie de Parkinson du fait de leur action sur les muscles des membres inférieurs
via le systeme nerveux central. Elle entre aussi dans diverses préparations sédatives pour

calmer les patients atteints de troubles mentaux (Boullard, 2001).

Elle décontracte les muscles du tube digestif (colique intestinal), ceux des parois des

bronches et ceux de la vessie et régularise les secrétions digestives (Khare, 2003).



Chapitre 01 : Plantes médicinales Etude bibliographique

1.7.2.6. Toxicité et Symptdmes observés

Les premiers symptomes apparaissent rapidement apres 1’ingestion [10-20 minutes
dans le cas d’une infusion] : bouche séchée, troubles visuels, faiblesse musculaire pouvant
aller jusqu’ a une incapacité a se tenir debout, diminution des sécrétions, vomissement,

surexcitation, fiévre ( Beniston, 1984 ; Murray, 2008).

Il peut apparaitre également des troubles du comportement : a type de désorientation
spatio-temporelle ; ce sont eux qui, freqguemment entrainent 1’hospitalisation (Parissis et al,
2003).

Dans la plupart des cas, une sécheresse des muqueuses, une mydriase marquee et si
la dose est suffisante, une élévation de la température corporelle jusqu’a 39,5°C et plus. La
tachycardie est importante, souvent égale ou supérieure a 120 battements par minute, elle
peut dépasser 150. L’individu est congestionné, sa face et son cou sont rouges, sa peau
chaude et séche (Strobel et al., 1991).

La sécheresse buccale est provoquée par 0,5 mg d’atropine, la mydriase nécessite 1
mg. Ces symptdmes et la tachycardie sont tres marqués pour une dose de 2mg et

I’intoxication est nette pour des doses de 3 mg a 5 mg (Lan et al, 1990).

Les doses toxiques généralement admises sont 5mg d’atropine et 4mg de
scopolamine (adulte). Pour 1’enfant, chez lequel le pronostic est plutét réserve, la dose
toxique est évaluéee, pour les deux alcaloides, a 0,1 mg/kg. Chez I’adulte, la dose létale
d’atropine serait supérieure ou égale a 10 mg, celle de la scopolamine supérieure a 2-4 mg
(Perrotta et al ,1995).

Il faut également noter que les effets peuvent varier de fagon tres importante d’un
individu a I’autre (Miraldi et al, 2001).
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1.7.3. Salsola vermiculata

Salsola vermiculata L., est une espéce pastorale tres commune dans les zones arides
de I'Afrique du Nord et du Moyen Orient. Malgré leur grande aptitude germinative les
semences de cette espéce sont caractérisées par une courte longévité. L'étude des
caractéristiques germinatives des semences de la variété villosa a montré que son optimum
thermique en phase de germination se situe entre 10°C et 25°C. A la température optimale
la capacité germinative des semences dépasse 90% au bout de 48 heures. Cette capacité
germinative est d'autant plus élevée que les semences sont plus fraichement récoltées
(Benabadji, 1995).

1.7.3.1. Description botanique

Plante annuelle, ligneuse buissonnant a tige herbacée, a odeur fétide et commun dans
le Sahara centrale et le Sahara occidentale. Les feuilles sont linéaires, épaisses, rigides,
atténuees, de pointe épineuse, sessiles et étroitement imbriquées. La bractée florale est
dépourvue de pointe épineuse, ovale lancéolée. Les fleurs sont hermaphrodites ou
polygames a deux bractées, un périanthe fructifére blanchatre a 5 tépales plus petit de 2 a
4mm de diamétre. Chaque fleur porte de 4 a 5 étamines saillante a la floraison. Le fruit est
muni d'une aile transversale et entouré par les tépales (I'ensemble simule souvent une

corolle brillante). La graine est horizontale et subglobulaire (Qezel et Santa, 1962).

1.7.3.2. Classification classique

Régne : Plantae

Embranchement : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida

Ordre : Caryophyllale

Famille : Amaranthaceae

Genre : Salsola

Espeéce : Salsola vermiculata

1.7.3.3. Noms communs : En francais elle est appelé Soude vermiculée (Bock,
2011); en arabe Ghassal.
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1.7.3.4. Composition chimique et propriétés

Salsola vermiculata est riche en saponosides, flavonoides, chalcones, coumarines,

triterpenoides et en glycosides (Wang et al., 2004).

L'utilisation de cette plante est trés limitée (elle est utilisée comme savon pour laver

le linge chez les nomades) (Ozenda, 1977).
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Chapitre Il : Métabolites secondaires d’origine végétale

Les propriétés thérapeutiques des plantes sont dues & des produits chimiques ou des
substances bioactives, les plantes comme les animaux produisent un grand nombre de
métabolites primaires qui englobent les lipides, les protéines et les sucres qui sont
nécessaires a leurs existences. De plus les plantes médicinales produisent des metabolites
secondaires qui ne sont pas produits directement lors de la photosynthése, mais résultent
des réactions chimiques ultérieures la plus parts des métabolites secondaires sont des
antibactériens ou antifongiques protegent les plantes contre les champignons, les bactéries,

les animaux et les autre plantes (Ernest, 2000).

Les métabolites secondaires sont localisés dans certaines parties des végétaux. Selon
I’espéce, ils présentent un grand intérét économique, dans des domaines aussi divers que la
pharmacie, les ardmes, les pigments, les additifs alimentaires et les pesticides (Wivecke,
2003 ; Ayad, 2008).

Les produits du métabolisme secondaire sont en trés grand nombre, plus de 200.000
structures définies (Hartmann, 2007). Ils sont d’une variété structurale extraordinaire mais

sont produits en faible quantité. 1ls sont classés selon leur structure chimique (Cyril, 2001).

11.1. Polyphénols

Le terme polyphénol est introduit en 1980. Il remplace le terme ancien de tanin
végétal. De la lignée des grandes familles de molécules largement présentes dans le régne
végétal, on retrouve tout un panel de composés phénoliques allant de molécules simples
(acides phénoliques) a des molécules complexes (tanins) (Chou et al., 2001).

Ils sont des métabolites secondaires bioactifs d’origine végétale avec un noyau
aromatique ou benzoique auquel sont liés un ou plusieurs groupes hydroxyles, libres ou
engagés dans une autre fonction chimique (éther, méthylique, ester,...). Ces radicaux libres

donnent aux polyphénols des activités antioxydantes (Jean, 2005).
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lIs sont présents dans toutes les parties des végétaux supérieurs (racines, tiges,
feuilles, fleurs, pollens, fruits, graines et bois) et sont impliqués dans de nombreux
processus physiologiques comme la croissance cellulaire, la rhizogenése, la germination
des graines et la maturation des fruits. Ce sont des pigments, responsables des teintes

automnales des feuilles et des couleurs des fleurs et fruits (jaune, orange, rouge).

11.1.1. Acides phénoliques

Les acides phénoliques sont contenus dans un certain nombre de plantes agricoles et
médicinales. Les acides phénoliques sont formés d’un squelette a sept atomes de carbone
(Psotova et al., 2005) Les acides phénols ou acides phénoliques ont une fonction acide et
plusieurs fonctions phénols. Ils sont incolores et plutdt rares dans la nature. Ils se divisent
en deux catégories : les acides phénols dérivés de 1’acide benzoique sont trés communs,

aussi bien sous forme libre que combinée a I’état d’esters ou d’hétérosides (Haslam, 1994).

(3 A\

HO H;CO

OH OH OH

HO

HO
OH

K Acide benzoique Acide gallique Acide vanillique /

Planche 01 : Exemple de quelques acides phénols de la série benzoique (Pawlowska
et al., 2006 ; Jean 2009).
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Les acides phénols dérivés de ’acide cinnamique sont souvent estérifiés. Les plus

courants sont I’acide cinnamique, 1’acide caféique, I’acide férulique, I’acide p-coumarique

et I’acide sinaptique (Haslam et al., 1994) dont certains sont représentés dans la planche

02.

-

OH

HO

K A cide cinnamiane

~
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\:‘v’ o formlinne \‘v o rafdione /

Planche 02 : Exemple de quelques acides phénols de la série cinnamique
(Pawlowska et al., 2006; Jean, 2009).

11.1.2. Flavonoides

11.1.2.1. Biosynthése et classes

Ce sont des pigments quasiment universels des végétaux. Presque toujours

hydrosolubles, ils sont responsables de la coloration des fleurs, des fruits et parfois des

feuilles. Les flavonoides sont des métabolites secondaires ubiquistes des plantes. A ce jour,

plus de 4000 flavonoides naturels ont été décrits (Bruneton, 1999). Les flavonoides jouent

un réle important dans le systéme de défense. Ils sont largement présents dans les fruits, les

légumes et le thé. Les flavonoides peuvent fonctionner soit comme chélateurs de métaux

(quercétine) ; soit capteurs de radicaux hydroxyles, superoxydes, alkoxyles et peroxydes

(Souley, 2004).
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Flavonoides (de flavus, « Jaune) en latin) est le terme générique pour des composés
basés sur un squelette a 15 atomes de carbones qui a son niveau le plus simple, consiste en
deux cycles phényles, les cycles A et B, connectés par un pont a trois carbones (structure
en C6-C3-C6). Le pont en C3 entre les cycles A et B est communément cyclise pour
former le cycle C (Chebil, 2006). Sur le plan biosynthése les flavonoides possedent tous le
méme élément structural de base car ils dérivent d’une origine biosynthétique commune.
Le cycle A est formé a partir de trois molécules de malonyl-coenzyme A (malonyl-CoA),
issues du métabolisme du glucose.Les cycles B et C proviennent eux aussi du métabolisme
du glucose mais par la voie du schikimate via la phénylalanine qui est convertie en p-
coumarate puis en p-coumaroyl CoA.

Le p-coumaroyl-CoA et les 3 malonyls-CoA se condensent en une seule étape
enzymatique pour former une chalcone,la 4,2°4’,6’-tétrahydroxychalcone.Le cycle C se
forme par cyclisation de la chalcone,réaction catalysée par la chalcone isomérase qui induit
une fermeture stéréospécifique du cycle conduisant & une seule 2(S)-flavanone :la
naringénine.Ce cycle s hydrate ensuite pour former les différentes classes de flavonoides

(Lhuillier, 2007) (Figure 01).

A shikimate
Acétyl-CoA l

phenvh anne
OH :\/\ O
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p-coumaroyl-CoA p-coumarate cnnamate

i
'

O
3 malonyl-CoA

OH
HO o (-'5?@
\q’j — Les réactons ulléneures
aboutissent aux prncipales
OH O OH O classes de favonoides
4.2 &4 6 -vétrahydroxychalcone nanngénine

Figure 01 : Biosynthese des flavonoides (Lhuillier, 2007).
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Selon la structure et le degré d’oxydation de 1’hétérocycle ; les flavonoides peuvent

étre classés en plusieurs classes (Labé, 2008)

Tableau 02 : Différentes classes des flavonoides (Jean, 1999; Adjadj, 2009 ).

Classes Squelettes Nom
AN 0. /4 A\ Figure02: squelette  du
¥ T\ /
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dihydroflavanols s YaVeln '
B
0
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11.1.3. Tanins

Les tanins sont des polymeres phénoliques qui constituent un groupe des composes
et qui ont une la capacité de lier et précipiter des protéines. lls sont un mélange de

glucosides et de proanthocyanidine et sont subdivisées en deux groupes :
a)  Tanins hydrolysables

Ce sont des esters de glucoses ou d'acide phénols, sont constitués d'un noyau central
-le glucose- et de chaines latérales conduise a des molécules ramassées plus rigides
(Wilfred, 2006).

Figure 08 : Structure chimique des tanins hydrolysables (Adigun et al., 2001)

b) Tanins condenseés

Les tanins condensés, appelés aussi polyphénols ou proanthocyanidine, sont des

oligomeéres ou polymeres de flavan-3-ols (Bessas, 2008 ; Mellouk, 2009).

Figure 09 : Structure chimique des tanins condensés (Bessas, 2008).
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11.1.3. Coumarines

Les coumarines tirent leur nom de « coumarou », nom vernaculaire de féve tonka
(diperitex ordorota Wild., Fabacea) d’ou fut isolée en 1982 la coumarine (Jean, 1999). Le
squelette de base des coumarines est constitué de deux cycles accolés avec neuf atomes de
carbone (Ford et al., 2001).

Elles sont solubles dans les alcools et dans les solvants organiques tels que 1’éther ou
les solvants chlorés avec lesquels on peut les extraire. Les formes hétérosidiques sont plus
ou moins solubles dans 1’eau. Ces molécules posséde la structure de base suivante
(Bruneton, 1999).

AN

O 0

Figure 10 : Structure des coumarines (Bruneton, 1993)

11.2. Alcaloides

Le terme alcaloide a été introduit pour la premiere fois par le pharmacien allemand
(Bruneton, 1999). Les alcaloides représentent un groupe trés vaste de métabolites
secondaires avec structure, distribution et activités biologiques diverses (Milcent et Chau,
2003). lls sont extraits en majorité (15%-30%) des plantes a fleurs (Kapoor, 1995).

Les alcaloides sont des composés organiques azotés, basiques, d'origine naturelle,
liquides, entrainables par la vapeur d'eau si leur structure ne comporte pas d'oxygeéne ; ils
sont solides et cristallisables, notamment sous forme de sels dans le cas contraire
(Bruneton, 2003).

Ils sont généralement synthétisés dans les tissus périphériques des plantes, puis sont
stockés dans des compartiments tels que les vacuoles. La régulation de la synthése de ces
alcaloides, qui peut s’exercer au niveau de 1’expression enzymatique, est dépendante du
stade de différenciation. Leur r6le dans les plantes est assez peu connu. Certains pourraient

intervenir dans les relations de défense plantes-prédateurs (Wichtl et antone, 2003).
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Il'y a plus de 10000 alcaloides connus dont on distingue 3 classes (Bruneton, 1999).

o Alcaloides vrais : ils existent a 1’état de sels et sont formés a partir

des acides aminés (Bruneton, 1993).

Figure 11 : Structure d'Hyoscyanime (Tadeusz, 2007)

o Pseudo alcaloides : ils ne dérivent pas d’acides aminés (Bruneton,
1993).

‘ ” .."’”/\CH:}, |

Figure 12 : Structure de Conine (Bruneton, 1993)

o Proto alcaloides : Ils ont un caractére basique et sont élaborés a

partir d’acides aminés (Bruneton, 1993).

HO NH,

| H
\ J

Figure 13 : Structure de Sérotonine (Bruneton, 1993)


http://fr.wikipedia.org/wiki/Fichier:Coniin_-_Coniine.svg
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Les alcaloides en raison de leurs propriétés toxiques ou médicamenteuses, ont

toujours présenté pour le pharmacien un intérét exceptionnel (caféine, cocaine...)

(Guignard et Consson, 2000).
11.3. Saponosides

Les saponosides sont des métabolites secondaires hétérosidiques composés d’une
partie hydrophobe (aglycone) et d’une partie hydrophile osidique. Ils ont un radical
glucidique (glucose, galactose) attaché avec un radical aglycone.

Ils se caractérisent également par des propriétés tension actif et ont un pouvoir

hémolytique.

Ces molécules attachées avec les cholestérols forment un complexe qui est du a la
formation des pores qui entrainent a I’altération au niveau de la membrane des globules

rouges (lyse cellulaire) (Chwalek, 2004).

Figure 14 : Structure chimique de Géninestéroidigue (saponoside) (Katerere, 2003).

11.4. Terpénes et stéroides

Les terpenes et les stéroides constituent sans doute le plus vaste ensemble connu de
métabolites secondaires des végétaux. Aujourd’hui il y a 20000 différents métabolites
terpéniques connus et sont classés selon leur nombre d’atomes de carbone en
monotérpénes, sesquiterpénes, ditérpenes, sestetérpénes, triterpenes et tetraterpenes
(Bruneton, 1993, Dorothea, 2006).
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11.5. Huiles essentielles

Les huiles essentielles sont des mélanges trés complexes de substances volatiles
aromatiques obtenues a partir d’une matiére premiére végétale, soit par entrainement a la
vapeur d’eau, soit par hydrodistillation ou par expression. Du point de vu chimique, il

s’agit de mélanges extrémement complexes.

Les huiles essentielles (HE) sont constituées de différents composés : terpenes,

esters, cétones, phénols et d’autres éléments (Benayad, 2008)

Les huiles essentielles des plantes sont trés recherchées car elles sont généralement
dotées de propriétés biologiques intéressantes. Certaines ont des propriétés
pharmaceutiques reconnues, d’autres sont utilisées comme bases de parfums ou comme
additifs alimentaires. La qualité des huiles essentielles dépend d’un grand nombre de
paramétres d’origines différentes tels que : ’origine botanique, le cycle végétatif, le site

producteur et les conditions géographiques et climatiques (Merghache & al ,2009).
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Chapitre III : Activités biologiques des substances végétales

La plupart des especes végétales qui poussent dans le monde entier possédent des
vertus thérapeutiques car elles contiennent des métabolites secondaires qui agissent

directement sur lI'organisme (Iserin, 2001).

Les métabolites secondaires sont classes en plusieurs grands groupes : parmi
lesquels, les composés phénoliques, les terpenes, les stéroides et les composes azotés dont
les alcaloides. Chacune de ces classes renferme une tres grande diversité de composés qui

possedent une trés large gamme d’activités biologiques (Ali et al., 2001; Li et al., 2007)
I11.1. Intéréts biologiques des substances bioactives
111.1.1. Polyphénols

Parmi les nombreux intéréts qu’offrent les polyphénols a la santé, nous pouvons

citer :

a. Activités antioxydantes : La principale caractéristique des polyphénols est qu’ils
sont des agents antioxydants tres puissants (Oszmianski et al., 2007). En effet, ils sont
capables de piéger les radicaux libres et d'activer les autres antioxydants présents dans le
corps. Cette méme activité antioxydante permet aux polyphénols de réguler les radicaux
bon ou mauvais (parfois les deux), comme l'oxyde nitrique qui favorise une bonne
circulation sanguine, coordonne l'activité du systeme immunitaire avec celle du cerveau et
module la communication entre les cellules de ce dernier (Srivastava et al., 2000; Kenny et
al., 2007).
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b. Activités anticancéreuses : Les substances polyphénoliques sont capables
d’activer les mécanismes naturels de la défense anticancéreuse. En effet, les premiers
stades de la phase d’initiation cancéreuse peuvent étre bloqués par la capacité des tissus
cibles a intercepter et a métaboliser les agents mutagenes. Des cellules impliquées, comme
les heépatocytes, synthétisent des enzymes dites de phase 1 (notamment des
monooxygénases, telles que les cytochromes P-450) qui peuvent oxyder les substances
mutagénes hydrophobes en produits constituant le substrat des enzymes de phase I
(glucoronyl transférases, sulfotransférases...).

Ces derniéres convertissent leurs substrats en especes hydrolysables facilement

excrétees hors des cellules (Jhonson, 1999).

c. Prévention des maladies cardiovasculaires : En effet, la consommation des
polyphénols favorise la protection contre les altérations cardiaques et vasculaires (Martin
et Andriantsitohaina, 2002). Au niveau des artéres, ces molécules préviennent 1’oxydation
des lipoprotéines de faible densité (LDL) évitant ainsi I’artériosclérose (Yamanaka, 1996).
Les polyphénols inhibent aussi 1’agrégation plaquettaire impliquée dans le phénomeéne de
thrombose qui induit I’occlusion des arteres (Rein et al., 2000).

d. Prévention contre les maladies hormono-dépendantes : L’exemple le plus
important est la prévention contre 1’ostéoporose. Ceci en modulant la réponse aux
cestrogénes endogeénes. Certains polyphénols (isoflavones) ont une structure chimique
proche des cestradiols, ce qui leur permet de se fixer sur les récepteurs des cestrogenes,
provoquant finalement une régénération rapide des tissus, tous tissus confondus (os,
muscle, ...) (Gerber et Berta, 2006). Aussi, les effets bénéfiques des polyphénols (lignanes
en particulier) dans la prévention de cancers hormono-dépendants ont été largement
documentés ces derniéres années par des études épidémiologiques identifiant une relation
entre la présence de lignanes dans la ration alimentaire et le taux d’incidence de certains

cancers (Lainé et al., 2007).
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111.1.1.1. Acides phénoliques

Ils sont considérés comme des substances phytochimiques avec des effets
prébiotiques, antioxydants, de chélation et anti-inflammatoire. Leur toxicité est faible et
sont considérés comme non toxiques. Pharmacologiquement, le mieux caractérisé est
I’acide caféique (Psotova et al., 2003). L’acide ferulique empéche I’apparition du cancer
des poumons chez les souris, 1’acide gallique empéche 1’apparition du cancer oesophagien
chez les rats (Hal, 2003).

Les acides phénoliques comme 1’acide caféique, I’acide gallique et I’acide égallique ,
sont capables de réduire la surface des lésions gastriques produites par I’andométhacine

chez les rates (Funatogawa et al., 2004; Ruggiero et al., 2006).

111.1.1.2. Flavonoides

Beaucoup des flavonoides ont des actions antiallergiques, antivirales et certains
fournissent une protection contre les maladies cardiovasculaires (Narayana et al., 2001).

a. Activités antimicrobiennes : L’activité antimicrobienne des flavonoides a été
démontrée par de nombreuses études. Cette activité est due principalement a la capacité de
ces molécules a inhiber 1’expression de I’ADN et la synthese de certaines enzymes et
protéines membranaires des microorganismes (Ulanowska et al. 2006).

a.l Activités antibactériennes : Les flavonoides ont une activité antibactérienne
tres vaste et tres diversifiée. En effet, ils s’attaquent a un grand nombre de bactéries avec
une intensité différente selon le microorganisme et I’écosystéeme dans lequel il se trouve :
les flavonoides sont capables d’inhiber la croissance de différents types de bactéries :
Staphylococcus aureus (Babayi et al., 2004), Escherichia coli (Ulanowska et al., 2006),
Enterococcus feacalis, Enterobacter cloaceae, Heliotropium sinuatum, Proteus mirabilis
... etc. (Didrak 1999, Modak 2001, Okigbo et al., 2005).
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Chaque composé agit spécifiquement sur un ou plusieurs germes. Exemple : sur
plusieurs bactéries testées, 1’apigénine a montré une forte activité contre toutes les souches
testées et une faible activité contre Staphylococcus aureus. Au contraire, la galangine n’a
donné une activité que sur Staphylococcus aureus, les autres microorganismes se sont
avéres resistants contre cette molécule (Basile et al., 1999, Cushnie , 2003, Martini et al.,
2004).

a.2 Activités antifongiques : Les flavonoides ont une activité antifongique
tres puissante. L’une des études les plus importantes sur cette activité est celle d’Ortuno et
ses collaborateurs (2006) qui ont démontré I’activité des flavanones glycosides et des
polyméthoxyflavones extraites de Cirtus parasidi et de Cirtus sinensis sur Penicillium

digitatum. .

Batawita et ses collaborateurs (2002), dans leur étude sur les flavonoides de Conyza
aegyptica L., ont aussi démontré que ces molécules ont une action fongicide et
fongistatique sur différents agents de mycoses : Microsporum canis, Microsporum
gypseum, Trichophyton mentagrophytes et Candida zeylanoides. Néanmoins, les études
portées sur I’activité antifongique des flavonoides restent encore insuffisantes du fait de la

grande hétérogénéité des moisissures et des levures.

a.3 Activités antivirales : Les flavonoides sont aussi connus pour leur
activité antivirale, principalement contre le rétrovirus
HIV responsable du symptéme d’immunodéficience
acquise (SIDA), le virus d’influenza, le virus de I’herpés (HV), I’adénovirus (ADV) et le
virus de la grippe A (Spedding et al., 1989, Choi et al., 2009). Certains chercheurs
(Spedding et al., 1989) ont d’abord suggéré que ces polyphénols agissaient comme
inhibiteurs de la transcriptase et/ou la transcriptase reverse de 1’agent viral et de I’ADN
et ’ARN polymérases de la cellule héte ; bloguant ainsi tout le processus infectieux.
D’autres travaux plus récents ont ensuite démontré que les flavonoides inhibaient
plus exactement la synthese de I’ARNm viral (Choi et al., 2009). Ceci impliquait
que les flavonoides n’intervenaient pas dans I’absorption des agents viraux mais plutdt a un

stade plus avancé impliqué dans la réplication virale.
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b. Activité protectrice sur I’ADN : Les flavonoides peuvent protéger I’ADN contre

les dommages qui sont provoqués par les rayonnements UV ( Koostra, 1994).

c. Activités antiprolifératives : Les flavonoides ont montré un effet antiprolifératif
sur plusieurs variétés de cellules néoplasiques humaines telles que les cellules de la
leucémie lymphoide et myeloide (Larocca et al., 1990); les cellules cancéreuses
ovariennes et gastriques (Scambia et al., 1990) et les cellules cancéreuses de la prostate
(Peterson et Barnes, 1993). lls peuvent effectuer plusieurs activités enzymatiques et / ou
régler I’activité d’autres enzymes qui peuvent jouer un réle critique dans la prolifération et

la croissance des cellules (Marin et al., 2002).

d. Activités sur les parois vasculaires : Ghedira (2005) rapporte que 1’ingestion des
flavonoides d’origine alimentaire a été associée a une réduction considérable de la
mortalité lié aux maladies cardiovasculaires. Il cite aussi qu’une étude faite sur 805 sujets
de sexe masculin mené aux Pays-Bas a mis en évidence une corrélation négative entre la

prise de flavonoides d’origine alimentaire et les maladies cardio-vasculaires.

Les flavonoides exercent un effet sur I’agrégation des plaquettes qui bloquent la

microcirculation et menent a la pathologie vasculaire (Marin et al., 2002).

e. Activités antiallergiques : Les flavonoides inhibent les enzymes telles que
I’AMPc phosphodiestérase et ATPase Ca?* -dépendante responsable de la libération de
I’histamine a partir des mastocytes et des basophiles (Favier, 2003).

f. Activités anti-inflammatoires : Les flavonoides telles que la cathéchine et la
galangine inhibent de facon modérée la cycloxygénase, tandis que I’apégénine et la
phlorétine diminuent 1’activité cycloxygénase et inhibent 1’agrégation plaquettaire (Girotti-
chanu, 2006).

g. Activité antiulcéreuses : Dans des expériences réalisées sur des rats, il a été
démontré que la quércétine et la naringénine jouent un réle important dans la réduction de

I’ulcere et la protection des cellules gastriques (Baggio et al., 2007) .

h. Activités lipolytiques : La genistéine augmente significativement la lipolyse. Le

pycnogénole stimule la lipolyse et inhibe la lipogenese (Girotti-chanu, 2006).
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111.1.1.3. Tanin

A cause de leurs effets astringents, les tanins sont tres utiles quand il y a trop de
sécretion (les bronchites ; les diarrhées ; les plaies saigneuses). Les plantes a tanins sont
tres utilisées en tant que vulnéraires (plaies, blessures....) car elles permettent aux plaies de

se renfermer (Samaya 2006).

a. Inhibition des enzymes : L’une des conséquences directes de la capacité des
tannins a complexer les protéines est I’inactivation des enzymes soit directement par
fixation aux sites actifs, soit indirectement par 1’encombrement stérique créé par la fixation

des molécules de tannins sur I’enzyme (Zimmer et Cordesse, 1996).

b. Activité¢ antioxydante : De nombreux tannins présentent des propriétés anti-
oxydantes par le piégeage des radicaux libres ou encore par I’inactivation des ions pro-
oxydants (Bruneton, 1999; Feucht et Treutter, 1999; Hassig et al., 1999; Lim et al., 2007).
Grace a leurs fonctions phénoliques qui ont un fort caractere nucléophile, les tannins sont
d’excellents piégeurs de radicaux libres. Les radicaux libres, tels le fer et le cuivre sous
forme libre sont des espéces chimiques instables et trés réactives. lls s’attaquent a I’ADN
et perturbent le processus de réplication induisant des mutations cancérigenes. Ainsi, des
activités antimutagenes et anticancéreux ont été attribuées a certains tannins en raison de
leur propriété anti-oxydante (Chung et al., 1998; Jung et Ellis, 2001; Richelle et al., 2001).

c. Effet antiseptique : L’activité antiseptique des tannins a été largement décrite.
Certaines drogues a tannins présenteraient des effets antimicrobiens (Chung et al., 1998;
Bruneton, 1999 ; Hatano et al., 2005; Song et al., 2006), antifongiques (Baba Moussa et
al., 1999; Bruneton, 1999) ou antiviraux (Chung et al., 1998; Yamaguchi et al., 2002;
Song et al.,, 2005). Néanmoins, les applications actuelles en thérapeutique restent

restreintes (Bruneton, 1999).
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111.1.1.4. Coumarines

Les coumarines sont des molécules biologiquement actives ; elles manifestent
diverses activités : anti-agrégation plaquettaires, anti-inflammatoires, anticoagulantes,
antitumorales, diurétiques, antimicrobiennes, antivirales et analgésique (Ojala et al., 2000;
Chen et al., 2004).

La coumarine, connue pour ses propriétés anti-cedémateuses, a fait 1’objet d’études
cliniques chez des patients atteints de cancers avances : elle est immunostimulante et

développerait une activité cytotoxique (Bruneton, 1999).

111.1.2. Saponosides

Les saponosides facilitent la pénétration des autres substances au niveau de la peau et
au niveau de l’intestin et aussi au niveau de toutes les muqueuses. Elles dissolvent les

graisses et par voie de conséquence, elles sont irritantes (Samaya, 2006).

a. Activités antimicrobienne et antivirale : Un bon nombre de saponosides assure la
défense du végetal contre 1’attaque microbienne ou fongique (Hanort, 2004 ; Garcez et al.,
2003). Cette manifestation serait aussi caractéristique de 1’effet hémolytique et le pouvoir
complexant des saponosides qui s’exercerait sur les stéroides de la membrane des
champignons. Is ont également des propriétés anti-inflammatoires, anti-cedémateuses,

antitussives et analgésiques (Chwalek, 2004; May, al., 2001).

Mothana et Lindequist (2005) ont signalé une activité antimicrobienne des extraits
chloroformique et méthanolique de la résine de Dracaena cinnabaride 1’ile de Soqotra
contre Staphylococcus aureus (ATCC 6538), Bacillus subtilis (ATCC 6059), Micrococcus
flavus (SBUG 16) et Escherichia coli (ATCC 11229). Mothana et al., (2006) ont
également signalé une activité antivirale de I’extrait méthanolique de la résine de D.

cinnabari contre le virus de I'herpes simplex et le virus de la grippe humaine.
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b. Activités cytotoxique et antitumorale : Les saponines isolées des espéces de la
famille des raliaceae ont également présenté des propriétés cytotoxiques sur les cellules
cancéreuses. Une nouvelle saponine isolée des écorces des racines d’Aralia dasyphylla
Miq (Araliaceae) par Xiao et al,. 1999 a montré une activité cytotoxique significative sur
les cellules KB et HelLa-S3 avec des valeurs d’IC50 de 1,2 g/ml pour les cellules KB et de
0,002 g/ml pour les cellules HeLa-S3 (Guy, 2010).

c. Activités analgésique et anti-inflammatoire : Deux nouvelles saponines furent
isolées par Moharram et al., (2007) a partir des feuilles de Dracaena ombet a une dose
élevée, de 30 mg/kg, la fraction riche en saponines de ces feuilles montra des activités
analgésiques et anti-inflammatoires significatives tandis qu’a la méme dose aucune activité

antiulcéreuse n’a été notée.

111.1.3. Alcaloides

Les alcaloides ont en général une activité biologique qui leur permet d’étre un

composant de nombreux médicaments comme principe actif (Davis, 2006).

Les plantes utilisent les alcaloides pour la plupart d’entre elles dans leur systéeme de

défense contre les herbivores car ces composés sont toxiques (Guette, 2006).

Les alcaloides agissent directement sur le systéeme nerveux avec des effets sur la
conscience et la motricité. L’action sur le systéme nerveux peut aller jusqu'a une action
antispasmodique, mydriatique, anesthésique locale ou analgésique et narcotique (Hartmann
et Witte, 1995 ; Scouller, 2006).

La spartéine isolée de Cytisus scoparius est trés toxique mais le sel de sulfate
correspondant est utilisé en médecine comme agent stimulant du rythme cardiaque. Elle est
également utilisée pour provoquer la contraction de l'utérus au cours de 1’accouchement
(Dwoskin et Crooks, 2002 ).
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111.1.4. Terpenes et stéroides

Beaucoup de terpenes servent comme des additifs dans les industries alimentaires et
cosmétiques (Tsao et Coats, 1995) et plusieurs d’entre eux posseédent des activités
biologiques,  anti-microbienne, insecticide, anti-carcinogenique, anti-inflammatoire
(Murakami et al., 2004 ; Griffin, 1999), anesthésique et anti-histaminique (des mono et
sesquiterpenes), diurétique (B-eudesmol) (Velickovié et al., 2003 ; Hsiou et al., 2000),
neuroprotective (a-terpinene, y-terpinene, et trans-caryophyllene) (Hyun et Hyang ; 2007).
On peut citer également les propriétés anti-tumorales et cytotoxiques des diterpenes
(taxol). et des activités anti-oxydantes attribuées surtout aux diterpénes phénoliques (Hill,
1993 ; Valdés, 1994).
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Chapitre IV : Matériel et méthodes

Dans le but de valoriser les plantes médicinales et aromatiques du sud algérien en
vue leur impact sur notre santé par leur richesse en substances a propriétés
antimicrobiennes, antioxydantes et antiradicalaires, une enquéte ethnobotanique, un
criblage phytochimique, ainsi qu’un dosage biochimique des flavonoides de trois plantes
Citrullus colocynthis, Datura stramonium et Salsola vermiculata ont été effectués dans ce

travail.

Les analyses ont été realisées au laboratoire de recherche de la biologie
Valorisation des ressources végétales et sécurité sanitaires des aliments des zones semis
aride du sud-ouest de I’Algérie a ’'université de Béchar et au laboratoire de recherche de
chimie a I’'université KADI AYAD a Marrakech.

IV.1. Présentation de la zone d’étude

La région sud-ouest de 1’ Algérie est composée de cing wilayas qui sont la wilaya
d’Adrar, Béchar, Tindouf, Naama et Bayadh. Chaque wilaya a sa spécificité géologique,

hydrologique et hydrogéologique (Lefkir, 2005).

La wilaya de Béchar (figure 15) avec une superficie de 5050 km? et une densité
de 31,44 hab/km? situé a 1200 km au sud-ouest de la capitale Alger. Elle est limitée au
Nord par la wilaya de Naama, a 1’Ouest par 1’état du Maroc, au Sud par la wilaya d’Adrar,
et Tindouf, au Sud-ouest et & I’Est par la wilaya d’El- Bayadh. Elle est divisée en 21
communes, elle compte en 2007 une population de 187107 habitants essentiellement
concentrée au niveau de la commune de Béchar, presque 62% de la population totale de la
wilaya (Lefkir, 2005).
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> Apercu Pédologique

Le sol qui caractérise notre station et un sol sableux qui composé de 70 a 80% de
sable ou de silice, avec les caractéristiques suivantes :
-C’est un sol léger sans résistance particuliere.
-1l se réchauffe rapidement quand il fait chaud.
-1l est trés perméable, il se desseche donc facilement.
-1l est en général pauvre en eélément fertilisants.

-1l est de tendance acide (Margulis, 1963).

N3 By

Figure 15 : Carte géographique de la Wilaya de Béchar (Clement, 2007).
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» Apercu géomorphologique
Cours d’eau et relief

La Saoura est constitué a partir de I’Oasis d’Igli batie au pied des dunes du grand
erg occidental (massif dunaire) par la confluence de 1’oued Zouzfana, oued désertique a
crues rares en provenance des montagnes des Ksour entre Figuig et Béni-Ounif, et
I’oued Guir, riviére torrentielle a crues fréquentes qui recoit les eaux du grand atlas
oriental dans la région au Nord de Boudenib et Bouanan (Chavillon, 1964 in Boulenoir,
2015).

Plus de 80% de la surface totale de la zone a une altitude comprise entre 420m et
580m, avec une altitude moyenne de 535.5m ce qui montre que la zone d’étude présente
une topographie plutét plate. Elle est surtout caractérisée par des reliefs faibles (Chavillon,
1964 in Boulenoir, 2015).

Le grand erg occidental est constitué de chaine de dune de sable, d’altitude variant
de 40 a 100m. La partie sud présente des dunes plus massives et plus hautes (Conrad,
1969) ;

Les formations quaternaires occupent de tres grandes surfaces. Ces formations
constituent le sommet de la petite Hamada, des terrasses alluviales, des encroutements de
calcaires, des ergs, des alluvions récentes d’oued, de sebkhas des dép6ts de pente.

La vallée de la Saoura est attachée aux monts de 1’Ougarta, elle s’étend en lisiere
depuis Igli jusqu’au Foum Khneg, au sud de Karzaz, bordée a I’est par le grand Erg
occidental, tandis que vers ’ouest, elle est limité par la Hamada de Guir et les reliefs
orientant cette chaine (Paryen, 1952 in Boulenoir, 2015)

Donc le territoire de la wilaya de Béchar est formé de cing (5) principaux reliefs :
» Les montagnes : elles sont dénudées et parfois élevees, Citons Djebel Antar
(1953m), Djebel Grouz (1.835m) et Djebel Béchar (1206 m).

* Les Vallées : ce sont des dépressions fagonnées par les cours d'eau importants. Les

principales sont celles de la Zouzfana, du Guir et de la Saoura.
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* Les Regs (Hamada) : ce sont de vastes étendues rocailleuses. Les plus importantes
sont celles de Guir et Daoura.

* Les ergs : ils représentent des massifs dunaires pouvant atteindre jusqu'a 300 m de
hauteur. Les ergs existants portent le nom de Grand Erg Occidental, Erg Erraoui, Erg El

Atchane, et I'Erg Iguidi.

* Les Oueds :six principaux oueds sillonnent la wilaya. Du Nord au Sud
on rencontre Oued Namous, Oued Zouzfana, Oued Béchar, Oued Guir, Oued Saoura et
Oued Daoura.

»  Apercu climatique

Cette région constitue un point de liaison entre les hauts plateaux et le grand Sahara ;
elle a un climat Saharien, pendant 1’hiver la température varie de 0° a 25°C et pendant
I’été, elle peut dépasser les 40°C (Schnack, 2005).

Elle se situe dans 1’étage semi-aride a hiver froid avec une pluviométrie annuelle
moyenne dont le maximum est de 12mm apparait au mois de Novembre, le minimum est
en Juillet avec 0,39mm, la précipitation moyenne annuelle est de 72,97mm, a 1’exception
de la période de crue qu’a connu la ville de Béchar en octobre 2008 ou les précipitations
ont dépassé 100mm. La saison pluvieuse s'étend du mois d'octobre au mois de mars, avec

un maximum en novembre (Lefkir, 2005).
IVV.2. Récolte des plantes

Les espéces spontanées Citrullus colocynthis, Datura stramonium et Salsola
vermiculata ont été récoltées dans leur habitat naturel dans la ville de Béchar, Citrullus
colocynthis a été récolté de 20km du chef-lieu, le mois de Novembre 2011, Datura
stramonium de oud Bechar durant le mois de Septembre 2012 et Salsola vermiculata de
Kénadsa le mois d’Octobre 2011(Planche 3).

Le matériel végétal récolté est ensuite séche a I’ombre, la durée du sechage
varie entre les especes sélectionnées et méme entre les parties de la méme espece. Une fois
séchée, la matiére vegétale a été reduite en poudre a I’aide d’un mortier, puis conservée a

une température de 25° C.



Chapitre 04 : Matériel et méthodes Partie expérimentale

Planche 03 : Photos originales prises entre 2011 et 2013 des différentes parties des
plantes étudiées
a : Fruits de C. colocynthis ; b : Fleur de Citrullus colocynthis ; ¢ : Grains de C. colocynthis
d : Feuilles et tiges de C. colocynthis ; e : Fruits et grains de D.stramonium ; f : Feuilles de
D.stramonium ; g : Fleurs de D.stramonium ; h: Salsola vermiculata ;
i : Fleurs de Salsola vermiculata
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IVV.3. Etude ethnobotanique

A T’aide de 656 fiches questionnaires (Annexe 1), les enquétes ethnobotaniques sur le
terrain ont été menées dans la période allant de Septembre 2011 au Mai 2014.

Les fiches questionnaires sont destinées aux herboristes et aux gens agés residants
dans la wilaya de Béchar. Les fiches du questionnaire ont été traitées par le logiciel SPSS

pour une étude statistique.
IVV.4. Etude phytochimique

IVV.4.1. Criblage phytochimiques

Cette partie consiste en une étude phytochimique des feuilles de Datura
stramonium , les feuilles et les fruits de Citrullus colocynthis et les feuilles de Salsola
vermiulata pour la mise en évidence des principaux phytoconstituants (flavonoides,

saponosides, stérols, stéroides alcaloides, tanins).

Le criblage phytochimique des plantes a été établi suivant la procédure standard,
décrite par Harbone ,1998.

1VV.4.1.1. Mise en évidence des alcaloides

Dans un ballon monocol, surmonté d’un réfrigérant, on met 3g du matériel vegétal

et 30 ml d' HCI dilué, on porte I'ensemble a reflux pendant 15mn, puis on filtre le mélange.

On ajoute I’ammoniaque (NH3) pour alcaliser I’extrait acide jusqu’a 1’obtention
de pH=9-10. On extraire la solution trois fois avec 20ml de CHCI3 et on évapore la phase
organique a l'aide d'un rotavapeur (Blichi Rotavapor R-215), puis, on ajoute 2 ml de HCI
dilué.

Enfin, on traite la solution avec quelques gouttes de réactif de Mayer, I'apparition

d'un précipité blanc marque la présence des alcaloides.
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1V.4.1.2. Mise en évidence des saponosides

Dans un ballon monocol, surmonté d’un réfrigérant, on place 5 g de matériel
végétal en présence de 50 ml d'eau distillée. On porte 1’ensemble a reflux pendant 30mn,

puis, on filtre le mélange.

Aprés refroidissement, on met 6ml de la solution dans un tube a essai, puis, on
agite fortement pendant 30 secondes, et on laisse reposer 15 secondes puis on mesure la

hauteur de la mousse.

1VV.4.1.3. Mise en évidence des tanins

Dans un ballon monocol, surmonté d’un réfrigérant, on met 5 g de matériel
vegeétal en présence de 50 ml d'éthanol, ont porté 1’ensemble a reflux pendant 30mn, puis,

on filtre le mélange.

Deux ml de la solution est traité avec quelques gouttes du FeCl3, I’apparition

d'une coloration verte indique I’existence des tanins
IV.4.1.4. Mise en évidence des stérols insaturés et des terpenes

Dans un ballon monocol, surmonté d’un réfrigérant, on place 5 g de matériel
végeétal en présence de 50 ml de chloroforme, on porte I’ensemble a reflux pendant 30mn,

puis, on filtre le mélange.

Le filtrat est mis dans un tube a essai, et on ajoute 50ml de H2SO4 avec
précaution sur les parois du tube, I’apparition & l'intersection des deux phases, d’une
couleur verte qui se transforme en rouge signale I’existence des stérols insaturés et des

terpenes.
1VV.4.1.5. Mise en évidence des stérols et des stéroides

Dans un flacon, on met 5g de matériel végétal en preésence de 20 ml d'éthanol, on

laisse ainsi la solution pendant 24 h, puis, on filtre le mélange.
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On réalise une évaporation de la solution a l'aide d'un rotavapeur (Buchi
Rotavapor R-215), puis, on dissoudre les résidus dans le CHCI3 et on filtre plusieurs fois.

Enfin, on divise le filtrat dans deux tubes a essai.

4 On ajoute 1 ml de CH3COOH, puis, 1 ml de H2SO4 concentré sur
les parois des tubes a essai avec précaution. La non apparition de la couleur verte
indique la présence des stérols insatureés.

v On ajoute un volume égal de H2SO4 concentré avec précaution sur

les parois du tube a essai. La couleur jaune qui ne se transforme pas en rouge
implique 1’absence des stéroides.

1VV.4.1.6. Mise en évidence des flavonoides

Dans un flacon, on met 5 g de matériel végétal en présence de 75 ml de I' HCI
dilué pendant 48 h, puis, on filtre le mélange. On alcalise 10 ml du filtrat avec NH40OH,

I’apparition de la couleur jaune clair indique la présence des flavonoides.
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IV.5. Etude de la composition minérale des plantes

Dans cette partie, nous allons caractériser la composition minérale des différentes
parties des trois plantes étudiées ainsi que le sol qui entoure la racine de la plante

(rhizosphére).

Sur le plan toxicologique, nos investigations seront orientées vers la recherche des
contaminants lourds (le chrome, le cobalt, le cadmium, le nickel,...etc), le protocole

expérimental suivi est celui de Achak et al., 2009.
IV.5.1. La matiére séche

Le pourcentage massique de la matiére séche contenue dans un échantillon est
déterminé par déshydratation dans une étuve. La déshydratation est effectuée sur des
masses connues d’échantillons dans une étuve a 105°C a pression atmosphérique jusqu’a
poids constant (environ 6 heures). A la sortie de I’étuve, le matériel végeétal est laissé dans
un dessiccateur jusqu’a retour a la température ambiante avant d’étre pesé. On deduit de la

perte en poids la teneur en eau et par suite, la teneur en matiére séche.
IV.5. 2. Composition minérale
IV.5. 2.1. Teneur en cendres

La minéralisation par calcination est utilisée pour déterminer la teneur en cendres
(AFNOR, 1974), Espéces Taux des cendres (% MS)

IV.5. 2.2. Dosage des éléments minéraux

Les élements minéraux sont doseés dans différentes échantillons des plantes a fin de
déterminer le taux des nutriments majeurs, secondaires, oligoéléments et les contaminants
lourds. L’appareil utilisé a cet effet, est un spectrometre d’émission plasma type JOBIN -
YVON 70 ICP (Inductif Couplet Plasma) ULTIMA ET JY 70.
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V. 6. Extraction des métabolites secondaires

Différents extraits ont été préparés a partir des différentes plantes séchés par

I’utilisation des solvants de polarité déférente.
IV. 6. 1. Extrait aqueux

Cinquante grammes de broyat des différentes parties des plantes a été mixés
avec 400 ml d’eau distillée dans un flacon stérile en verre, aprés une macération de 24h, on
la placait dans un chauffe ballon adapté a un réfrigérant (montage a reflux) pendant lheure
a partir de P’apparition de la premiére goutte puis on a filtré cette solution dans des

conditions aseptiques.
IV. 6. 2. Extrait Méthanolique

Cinquante grammes de broyat des différentes parties des plantes ont été mixés
avec 200 ml de méthanol/eau distillée (2V/1V) dans un flacon stérile en verre, apres 24h
on a placé la solution dans le ballon d’un montage a reflux pendant lheure a partir de

I’apparition de la premiere goutte puis on a filtré cette solution dans une zone stérile.

L extrait récupéré est évaporé dans un rotavapeur (Buchi Rotavapor R-215) pour

éliminer les 2/3 du méthanol.
V.6 .3. Tests physicochimiques des extraits
A. Calcul des rendements des extraits réalisés (Afnor, 1986)

Le principe de cette méthode consiste a faire une dessiccation de 5ml de I’extrait

(aqueux et/ou méthanolique) a 105°C jusqu'a I’obtention du poids constant.

Les résultats sont exprimes selon la formule suivant :

[ Ms = (P1-P0)/ 5 ]

Ms : Matiere séche.
Po : Poids de la tarre.

P1: Poids des verres en montre + poids de la matiére séche.
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B. Détermination du potentiel d’hydrogéne (pH) (Afnor, 1986)

On introduit 1’électrode du pH metre étalonné dans 50ml de 1’extrait et on enregistre

le pH de la solution.
IV. 6. 4. Extraction des flavonoides

L'extraction est un procédé chimique qui permet de séparer un composé d'un
mélange ou d'une solution. Le meilleur solvant a utiliser est celui dans lequel le composé a
extraire est trés soluble. Une succession d'opérations peut étre nécessaire avant que le
composé ne puisse étre isolé par distillation ou par évaporation du solvant (Skoog &al,
1990 ; Lide, 1996).

L’extraction des flavonoides a été faite selon la méthode de (Lee &al, 1995)
modifiée et utilisée par (Bouchelta &al, 2005) 509 de le poudre de chaque plante (feuilles
et tiges) a été chauffés a 90°C sous reflux dans un mélange (eau distillée /éthanol absolu)
(250 ml /250 ml) pendant 4 heures. L’extrait a éte filtré a travers le papier filtre de 0,45 pm

de porosité.

La phase hydro-éthanolique a été évaporée pour éliminer 1’éthanol et ensuit extraite
par 100 ml de n-butanol puis acidifiée par le HCL a 10 % jusqu’au pH =3, la phase n-
butanolique a été évaporée a sec.

Le résidu sec a été extrait trois fois par 200 ml du mélange eau distillée / acétate
d’éthyle (v/v) pendant une heure, la phase organique a été basifiée par NaHCOz3 jusqu’ au
pH =9, aprés 15 minutes de repos la phase organique (flavonoides) a été évaporée a sec.

Le résidu sec a été dissout dans 1’éthanol & 1% pour les tests biologiques (figure 16).

e Calcul de rendement des flavonoides

Le rendement est calculé par la différence entre le poids du ballon plein (apres
élimination du solvant par évaporation rotatif) et le poids du ballon vide selon la formule

suivante :

Masse du ballon apres séchage — Masse du ballon vide
Rdt = X 100
Masse du matériel végétal
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Figure 16 : Protocol d’extraction des flavonoides (Bouchelta &al, 2005)



Chapitre 04 : Matériel et méthodes Partie expérimentale
IV.7. Etude de I’activité antibactérienne

1VV.7. 1. Provenance des souches bactériennes

Les souches utilisées dans le présent travail sont largement rencontrées dans
diverses pathologies chez I'hnomme. Elles sont des souches de référence proviennent de

I’institut Pasteur d’Alger, conservées au laboratoire de recherche (V.R.V.S.A) de Béchar.

e Gram-positive:  Listeria monocytogenes (ATCC19115); Bacillus
stearothermophilus (ATCC11778); Staphylococcus aureus (ATCC25923); Enterococcus
faecalis (ATCC29212).

e Gram-négative: Klebsiella pneumonia (ATCC4352); Pseudomonas
aeruginosa (ATCC27853); Escherichia coli (ATCC25922).

IV.7. 1. 1. Techniques d’études de I’activité antibactérienne

Dans un premier temps, les extraits des plantes ainsi que les flavonoides dissous dans
I’éthanol a 1% ont été testés vis-a-vis des souches bactérienness par la méthode de
diffusion sur disque et dans I’affirmation, la concentration minimale inhibitrice (CMI) en

milieu solide a été déterminée.
Préparation des inocula

Les souches sont revivifiées dans 1’eau peptone et incubées a 37°C pendant 24 h,
puis des suspensions bactériennes de 10° UFC/ml ont été préparées d’ou une prise de 100pl
de cette derniere est ensemencé par boite de Pétri.

IV.7. 1. 1.1. Méthode de diffusion sur disque

Cette méthode est dite de Vincent, elle est utilisée en premier lieu pour les huiles
essentielles et rapportée par Kar et Jain (1971).

Cette méthode, consiste a mesurer le diametre de la zone d’inhibition de la
croissance microbienne autour d’une source d’antibactérienne déposée a la surface de la
gélose Mueller-Hinton prés ensemencé par 100ul de la suspension bactérienne. Cette

source peut étre un disque en papier buvard stérile imprégné d’un volume fixe (5ul)
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de I’extrait a tester. La mesure de la zone d’inhibition a eu lieu apres 24h d’incubation a
37°c.

IV.7. 1. 1. 2. Méthode du contact direct pour la détermination de CMI

La CMI correspond a la concentration provoquant 1’absence de croissance d’une

population initiale de bactérie.

Cette technique consiste & mettre en culture les bactéries dans des boites Pétri. Apres
la solidification de la gélose on ensemence les souches bactériennes en stries. L’incubation
a été faite a 37°c pendant 24 heures (Bendjillali en 1986).
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IVV.8. Etude de I’activité antifongique

IV.8. 1. Provenance des souches fongiques

Les souches utilisées dans le présent travail sont largement rencontrées dans
diverses aliments, Elles sont des souches isolées et purifié au niveau du laboratoire de
recherche de Biologie de I'université de Béchar a partir des aliments stockés (Blé dur et

café).
IV.8. 2. Tests d’identification des souches fongiques

Cette identification a pendant longtemps été exclusivement basée sur 1’observation
des caractéres culturaux et morphologiques de 1’espéce. Les progres récents de la biologie
moléculaire ont permis de proposer des outils d’aide a I’identification. Toutefois, la
complexité du régne fongique fait, qu’a ’heure actuelle, ces outils ne peuvent pas encore
remplacer complétement 1’examen morphologique, qui reste la base de I’identification
(Tabuc , 2007).

IV.8. 2. 1. Identification des genres

Cette technique décrite par Haris et al., 1989 consiste a inoculer les spores des
moisissures des lames menées de petits carrés de PDAac. Ces morceaux sont coupés a
partir d’une boite coulée en couche épaisse pour eviter la déshydratation, Les spores sont
ensemencées sur les périphériques du milieu pour leurs fournir un potentiel d’oxygene
élevé afin qu’elles puissent germer. Ensuite une lamelle est déposée sur I’inoculum. Les
lames sont déposées sur une enceinte revétue par du papier imbibé avec de 1’eau distillée.

L ensemble est conditionné dans une chambre stérile puis incubée a 25+2°C.

Apreés 2 a 3 jours d’incubation, on dépose 2 a 3 gouttes de Lactophenol (bleu de
coton) sur des nouvelles lames stériles et on dépose la lamelle sur le lactophenol et on fait
I’observation microscopique des conidies par 1’agrandissement progressif x10, x40,
x100.
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IV.8. 2. 2. Identification des espéces

L’identification des especes d’Aspergillus et Penicillium ont été reéalisées sur trois

milieux différents qui sont :

MEA a 25°C, nous informes sur la couleur de thalle.
G25N a 25°C, milieu a base de glycérol (25%) ou L’aw est faible.
CYA utilisé a deux temperatures de 5 et 37°C, donnent une croissance variant selon

I’aw a des températures variables.

= -\
: Suspension semi solide a base de
: 0,2%
, d'Agar + 2 gouttes de Tween 80 + les
]

spores fongiques

s s B S | s

\ MEA 4 25°C G25N a25°C CYA a 05°C CYA a 37°C /

Figure 17 : Mode d’inoculation des isolats d’ Aspergillus (sur les différents milieux
de cultures MEA a 25 °C G25N a 25 °C CYA a 37°C) selon la méthode
de single spore (Pitte, 1973)
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Pour toutes les cultures obtenues apres 7 jours, 1’identification est fondée sur la

technique de Pitt et Hocking 1985 selon les caractéristiques suivantes :

On mesure les diameétres des colonies macroscopiques en millimetres sur le fond de
la boite. La croissance ou la germination microscopique a 5°C est évaluée par analyse en
microscopie a faible grossissement, en mettant la boite de pétri de 5°C sur les champs

optique du microscope et en examinant la lumiere transmise (Botton et al, 1990).

L aspect de la colonie est examiné a I’ceil nu ou sous une loupe. Pour déterminer les

couleurs des colonies, on les examine a la lumiére du jour ou sous lumiére fluorescent.

-Le genre Aspergillus est determiné par les caracteres culturaux et microscopiques en
se référant au manuel de Pitt (1973).

-Le genre Penicillium est déterminé par les caracteres culturaux et microscopiques en

se reférant au manuel de Ramirez (1982).
IV.8. 2. 3. Techniques d’études de I’activité antifongique
IV.8. 2. 3.1. Préparation de la suspension sporale

Les especes recupérées d’une culture pure de 7 jours sont consisté a inoculer dans
des tubes a hémolyses remplie par une solution a 0.2 agar et quelques gouttes de tween 80

et on agite les tubes par le vortex.

La densité de chaque suspension sporale a été ajustée a 10°spores/ml a 1’aide d’une

cellule hématimétrique de type Malassez (Mouaragadja et M’batchi, 1998).
1VV.8. 2. 3.2. Evaluation de la croissance radiale sur milieu solide

L’essai antifongique contre les moisissures a été estimé par la méthode de contact

directe ; la méthode utilisée est celle de Serghat et al., 2004, ou chaque extrait est testé par
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I'addition de 1, 3, et 5ml de I’extrait a un volume de PDAac pour avoir 20 ml. Aprés

agitation des tubes par I'agitateur vortex, le milieu est coulé dans des boites de Pétrie.

L’inoculation se fait par la méthode de single spore a partir de la suspension préparé
préalablement (Hibar et al, 2006 ; Soro et al, 2010). Une boite de Pétrie contenant 20ml de

milieu PDAac sans extrait est inoculées pour servir du témoin.

Apres incubation a 25°c pendant 7 jours on tenant compte de la croissance radiale
des différentes concentrations des souches fongique par rapport au témoin.

Expression des résultats

On calcule I’indice antifongique (pourcentage d’inhibition) par la formule suivante
(Wang et al ,2005 ; Singh et al. 2009) :

[ Indice antifongique= (100-Da/Db) x100 ]

Da : Diamétre de la zone de croissance de I’essai
Db : Diameétre de la zone de croissance du témoin.
IVV.8. 2. 3.2. Evaluation de la biomasse sur milieu liquide

Dans des flacons contenant 50ml du milieu PDB plus 25mg/l de chloramphénicol, on
ajoute des différentes volumes des extrais, aprés agitation on ensemence une quantité des

spores a partir d’une suspension sporale ajustée a 10° spores/ml.

On introduit des flacons témoins et on incube tous les flacons a 25°c pendant 7jours
(Tubajika, 2006)

Apres la filtration du milieu par le papier filtre, on obtient des biomasses. Cette
derniére est séchée dans I’étuve a 105°c pendant 3 heures pour prendre les poids des marcs
(Dhandhukia et al, 2007).

Le poids de la biomasse est déterminé selon la formule suivant (Imtiaj et lee, 2007):

PO : Poids du papier filtre P=P1-P0O
P1: Poids du papier filtre et la biomasse des moisissures apres séchage
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IVV.9. Etude de I’activité antioxydante

1VV.9.1. Méthodes de réduction du DPPH

Le 2,2-diphényl-1-picryl-hydrazyl (DPPH) est un radical organique stable de couleur

rouge pourpre.

La méthode au DPPH est décrite par plusieurs auteurs dans la littérature (Anderson et
Padhye, 2004, Iwashima et al, 2005) . En présence de composés anti-radicalaires, le radical
DPPH est réduit et change de couleur en virant au jaune, ce qui entraine une diminution de
son absorbance (Gachkar & al., 2006).

On peut résumer cette réaction par I’équation suivante :

DPPH" + (AH)n > DPPH-H +(A"),

DPPH phénol diphényipicrylhydrazine phénoxy

Figure 18: Réaction de DPPH avec phénol (Koleva et al..,2002)

Le protocole expérimentale suivi est celui décrite par (Archana et al. 2005 ;
Dung et al., 2008).

Cent microlitres (100 pl) de différentes concentrations des extraits ont été mélangés
avec 2,9ml de la solution de DPPH 0,004% (p/v) dans des tubes a essai secs. Apres 30 min
d’incubation a une température ambiante et a I’obscurité, 1’absorbance a été mesurée a 517

nm, a I’aide d’un spectrophotomeétre UV-visible.
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Le contrdle négatif est compose de 100ul de méthanol et de 2.9ml de la solution de
DPPH. Le contrdle positif est représenté par une solution d’un antioxydant standard ;
I’absorbance de 1’acide ascorbique est mesurée dans les mémes conditions que celle des

extraits.

L activité anti-radicalaire est exprimeée par le pouvoir de réduction de la solution de
méthanol de DPPH (Rachid et al., 2010).

D’apres Dung et al., 2008 et Eyob et al.,2008, le pouvoir de réduction est déterminé

en appliquant la formule suivante :

[ PR= (Ac-Ac) / A X 1ooJ

PR: pouvoir de la réduction en %
Ac: absorbance de la solution de DPPH en absence des extraits.

AE: absorbance de la solution de DPPH en présence des extraits.

La variation du pouvoir de réduction en fonction de la concentration des extraits et

de la vitamine C, nous permet de calculer le paramétre CEsqo.

La CEso « Concentration Efficace » est définie comme étant les concentration des
extraits (ou de la vitamine C) nécessaire pour réduire 50% des radicaux libres dans le
milieu réactionnel. Plus la valeur de CEso est basse, plus I’activité anti-radicalaire est

élevée, et vice versa (Gramza et al., 2005).

Les valeurs CEsg moyennes ont été calculées graphiquement a partir de trois essais
séparés ou 1’abscisse est représentée par les concentrations des composés testés et

I’ordonnée par le pouvoir de réduction en pourcentage (Brand ,1995; Portes, 2008 ).
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Chapitre V : Résultats et interprétations

Le travail expérimental réalisé au cours de ce travail a pour but d’étudier I’utilisation
traditionnel, la composition phytochimiques et quelques activités biologique de trois

plantes endémique du sud-ouest de 1’Algérie.
V. 1. Parameétres climatiques

La Wilaya de Béchar est caractérisee par un climat de type désertique continental

dont on distingue deux zones :

- La zone de transition délimitée par Béni Ounif au nord et le parallele d’Igli au
sud : trés chaude en été (+ 45°C) et froid rude en hiver (2 a 3°C). Les précipitations sont de
I’ordre de 60 mm/an. Les vents de sable sont fréquents et souvent violents (100km/h).

- La zone désertique qui s’étend au-dela de Béni Abbés. Les précipitations sont de

I’ordre de 40 mm/an. Les vents de sable sont tres fréquents.

Notre étude climatologique est effectuée selon les principaux paramétres climatiques,
température et précipitation météorologique pendant une période de cing ans de 2005
jusqu'a 2009 ; de la station d’Oumchgag qui se trouve dans la commune de Lahmar, située
a 35 km au nord de Béchar, tandis que celle d’Ouriah qui se trouve dans le territoire de la

commune de Mougheul, située a 50km au nord Est du chef-lieu de wilaya.
V. 1.1. Pluviométrie

Le régime pluviométrique au Sahara est irrégulier, les pluies peuvent survenir a

n’importe quelle saison, dépourvue d’une répartition réguliére.
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V. 1.2. Température :

La température est considérée comme un facteur abiotique fondamental par
I’association direct de son action sur les plantes et leur environnement. Nous avons
remarqué que le minimum de température est enregistré aux mois de Décembre et Janvier
avec (7- 11) °C, tandis que e maximum est enregistré aux mois de Juillet et Aout avec
43°C. Les courbes ombrothermiques des planches 04 et 05 représentent les valeurs de
températures moyennes enregistrées dans les deux stations (Oumchgag et Ouriah), au cours
des années 2005-2006, 2006-2007, 2007-2008 et 2008-20009.

Couwrbe ombrothermigue de 1*annde 20052006

¥ oE B & P

=e=TIChH

Courbe ombrothermique de I’année 2006/2007

Planche 04 : Courbes ombrothermiques des années 2005-2006, 2006-2007.
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Courbe ambrothermique de "année 2007/2008 -
ey
»
35
30
25
® Secpama e
» *fra
15
1o
0s
o
Courbe ombrothermique de "ananée 2008/2009 %
"e =)
o =
35
we
30
e
” - - - i 0w
L« - Do
@ 15
= 10
i 0s
3 o
Sept oct nov dec jan fevr mars avri mais  jun  juil 200t

Planche 05 : Courbes ombrothermiques des années, 2007-2008, 2008-20009.
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V. 1. Enquéte ethnobotanique

Les résultats obtenus sont répertoriés selon I’utilisation des plantes ainsi que le

traitement des maladies.

L’utilisation des plantes médicinales dans la wilaya de Béchar est répandue chez
toutes les tranches d’age, avec une prédominance chez les personnes agees de 30 a 50 ans
avec 55.21%. Cependant, pour les personnes les plus agées et la tranche d’age de 18 a 30
ans, I'utilisation des plantes médicinales ne représente pas un grand intérét thérapeutique
on note un taux de 22,45 % et 22,34 % respectivement ces résultats sont montrés dans la

planche 6(a).

L’utilisation des plantes médicinales varie selon le sexe dont les femmes utilisent
beaucoup plus les plantes médicinales que les hommes. En effet 79.98% des femmes
questionnées utilisent la médecine traditionnelle contre 20.02 % de la population

masculine, la planche 6(b) rapporte ces résultats.

La planche 6 (c) indique que les plantes médicinales sont beaucoup plus utilisées par
les personnes mariées 73,83% que par les célibataires 26.17 %, car celles-ci leurs
permettent d’éviter ou de minimiser les charges matérielles exigées par le médecin et le

pharmacien.
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Utilisation des plantes médicinales
en fonction de 1'age
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a
Utilisation des plantes médicinales
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b
Utilisation des plantes médicinales en fonction
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c

a: En fonction de I’dge. b : En fonction du sexe. ¢ : en fonction de la situation familiales
Planche 06 : Résultats de I’utilisation des plantes médicinales dans la wilaya de Béchar.
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Chacune des plantes étudiées est utilisées pour traiter des maladies bien précises
; la planche 07(a) indique que la Citrullus colocynthis est utilisé a 46.41% comme
hypoglycémiant par les diabétiques et a 15% pour traiter le rhumatisme, les autres
utilisations ne dépassent pas les 10%.

Datura stramonium est moins utilisé par les habitants de la région a cause de sa
toxicité et ces préparations qui exigent des expertes en médecine traditionnelle.
Cette plante est utilisee a 44% comme aphrodisiaque en mélange avec d’autres
plantes, ce pourcentage est suivi par 38% des utilisations pour la prise de poids,
alors que 9% de D. stramonium est utilisée pour soulager les crises d’asthme, 5% de la
population utilise la plante en cosmétologie pour préparer des masques utilisé contre les

chutes des cheveux.

La planche 07(c) montre que I’utilisation traditionnelle de la Salsola vermiculata
est tres limité par apport aux deux autres plantes dont la proportion la plus importante
de I'utilisation est le traitement des coups de soleils suivi par le traitement des gercures

des pieds avec 72.2% et 21.81% respectivement.
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Répartition de l'utilisation de Citrullus colocynthis
dans la wilaya de Béchar

B hypoglycimiant
H rhumatisme
M eczema
B hémorroides
B inflammation
B mordure des scorpions
I parasites digestife
o laxatife
insecticide

m leishmaniose

hépatite

Répartion de l'utilisation de Datura stramonium
dans la wilaya de Béchar

M Prise de poids
m chutte des cheveux
W variole

® aphrodisiaque

Répartition de 'utilisation traditionnelle du Salsola vermiculata
dans la wilaya de Béchar
1.35% 4.64%
M Coup de soleil
m Gergure des pieds
m lithéase rénale
Hmeczéma
c

Planche 07 : Répartition de I’utilisation des plantes étudiées dans la wilaya de Béchar
a. Citrullus colocynthis ; b. Datura stramonium ; c. Salsola vermiculata
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V. 2. Etude phytochimique

Les principaux groupes chimiques identifiés selon les méthodes classiques de
caractérisation et d'identification sont consignés dans le tableau 03 ou on a trouvé que
I’écorce de la coloquinte contient des alcaloides, flavonoides, saponosides, stérols et
terpéne ; les feuilles de la Datura stramonium sont riches en Alcaloide, Saponoside, tanins,
Stérols insaturé et terpene, Stérols, Flavonoide, autant que les grains contiennent une
quantité moindre des flavonoides et des saponosides ; alors que les feuilles du Salsola
vermiculata sont trés riches en Saponosides et elles contiennent des flavonoides des tanins

des stérols et des terpenes.

Tableau 03 : Résultats du criblage phytochimique des différentes parties des plantes

étudiés.
Meétabolites Citrullus colocynthis Datura stramonium | Salsola vermiculata
secondaire
Fruits Feuilles Racines | Feuilles  Grains Feuilles  Racines
Alcaloides + +/- + /- + ++ + +
Flavonoides + + +/- + +/- + +
Saponosides + +/- + + +/- ++ +
Tanins + +/- + + + + +
Stérol insaturéet | + + + ++ ++ + +
terpenes
Stérols et stéroides | + + + - ++ + +
++ : Forte Présence +: Moyenne présence +/- : Faible présence
- . Absence
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V. 3. Etude de la composition minérale des plantes

Dans cette partie, nous allons caractériser la composition minérale des différentes

parties des trois plantes étudiées et la composition minérale de la rhizosphére.

La composition minérale des rhizosphéres des plantes étudiées rapportés sur le
tableau 04, exprime qu’il y a une concentration trés élevé en Fe dans la rhizosphere de
Salsola vermiculata 408.4ppm, alors qu’il ne dépasse pas 110ppm dans les autres
rhizospheres étudiées, la méme rhizosphere contient une concentration élevé de Na et K

par rapport aux rhizospheres de Citrullus colocynthis et Datura stramonium.

Les résultats rapportés sur le tableau 05 présentent les valeurs des concentrations des
minéraux dans les racines de Citrullus colocynthis et Datura stramonium, ou la dose qui a

été remarquable est celle du K, dans les racines de Citrullus colocynthis 319.8ppm.

La composition minérale des feuilles des plantes étudiées est cité sur le tableau 06 ;
ou on a trouve que les feuilles de Salsola vermiculata contiennent des doses plus éleve en

Na, K, et Mg ou les concentrations sont, 945, 237 et 187 respectivement.



Chapitre 05 : Résultats et interprétations

Partie expérimentale

Tableau04 : Composition minérale des Rhizosphéres des plantes étudiées

Rhizosphére Al As B Ba Be Bi Ca Cd Co Cr Cu Fe K Li Mg
(ppm) (ppm) (ppm) | (ppm) | (ppm) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm)
C.colocynthis | 75.69 0.127 0.089 0.47 0.101 | <0.051 118.206 0.124 | <0.011 | 0.202 0.232 110.55 18.16 0.101 149.831
D.stramonium | 43.04 0.115 0.032 | 0.361 | 0.100 | <0.051 67.464 0.125 | <0.011 | 0.152 0.210 62.662 | 9.204 0.069 80.388
S.vermiculata | 98.75 1.448 0.160 | 0.338 | 0.108 | <0.051 97.258 0.122 | <0.011 | 0.211 0.546 | 408.04 | 32.59 0.240 42.43
Rhizosphére Mn Mo Na Ni P Pb Sh Se Si Sn Sr Ti \Y W Zn (ppm)
(ppm) (ppm) (ppm) | (ppm) | (ppm) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm)
C.colocynthis | 2.319 | <1.928 1.49 0.164 1.79 0.28 0.119 0.072 0.187 0.116 0.39 0.79 0.229 | <0.006 0.437
D.stramonium | 1.029 | <1.928 | 1.294 | 0.136 | 0.755 0.253 0.114 0.079 0.611 0.118 0.352 0.537 0.196 | <0.006 0.388
S.vermiculata | 1.685 | <1.928 | 39.32 | 0.249 2.01 0.772 0.134 0.067 | <0.136 | 0.122 0.447 0.406 0.242 | <0.006 0.415
Tableau05 : Composition minérale des racines des plantes étudiées
Racines Al As B Ba Be Bi Ca Cd Co Cr Cu Fe K Li Mg
(ppm) | (ppm) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm)
C.colocynthis 6.067 0,088 0,212 0,235 | 0,096 | <0.051 | 75,360 0,109 0,070 0,096 0,242 8,925 319,833 0,337 93,652
S.vermiculata 2513 0,106 0,135 0,187 | 0,099 | <0.051 | 93,315 | 0,123 0,081 0,101 0,248 7,891 76,488 0,009 | 35,386
Racines Mn Mo Na Ni P Pb Sb Se Si Sn Sr Ti \Y W Zn
(ppm) | (ppm) (ppm) (ppm) | (ppm) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm)
C.colocynthis 0756 <1.928 42,847 0,097 | 15,520 0,142 0,178 0,154 1,907 0,079 1,317 0,213 0,100 0,0238 1,340
S.vermiculata 0458 <1.928 30,131 0,094 | 5424 0,149 0,111 0,105 2,173 0,153 1,383 0,111 0,100 0,008 0,332
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Tableau06 : Composition minérale des feuilles des plantes étudiées

Feuilles Al As B Ba Be Bi Ca Cd Co Cr Cu Fe K Li Mg
(ppm) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm) | (pPm) | (pPM) (ppm) (ppm) (ppm)

C.colocynthis 7849 | 0,092 0,393 0,262 0,099 | <0.051 | 41,490 | 0,123 | 0,082 | 0,100 | 0,259 | 8,948 | 305,942 | 0,013 | 63,404

D.stramonium 3491 | 0.075 0,169 0,249 0,097 | <0.051 | 97,879 | 0,108 | 0,082 | 0,087 | 0,265 | 5,070 | 284,956 | 0,157 | 62,007

S.vermiculata 11.879 0,158 0,364 0,26 0,099 | <0.051 | 69,154 | 0,124 | 0,031 | 0,114 | 0,267 | 32,41 | 237,038 | 0,529 | 187,053

Feuilles Mn Mo Na Ni P Pb Sb Se Si Sh Sr Ti Vv w Zn
(ppm) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm) | (ppm) | (ppm) (ppm) (ppm) (ppm)

C.colocynthis 0490 | <1928 | 1,899 0,083 | 30,901 | 0,138 0,112 | 0,078 | 1,273 | 0,118 | 1,135 | 0,194 | 0,109 | <0.006 | 0,692

D.stramonium 0.408 <1.928 | 56,21 0,084 | 10,915 | 0,184 0,160 | 0,154 | 2,332 | 0,083 | 1,492 | 0,154 | 0,095 0,017 0,966

S.vermiculata 1721 <1.928 | 94546 | 0,112 11,258 | 0,203 0,112 | 0,270 | 0,149 | 0,142 | 1,224 | 0,228 | 0,111 | <0.006 | 0,489
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Partie expérimentale

V. 4. Extraction des métabolites secondaires

V. 4. Tests physicochimiques des extraits

a/ Rendements des extraits :

Dans la plupart des plantes etudiées les extraits hydrométhanolique représentent des
rendements plus élevé que celle des extraits aqueux. Le meilleur rendement est enregistré

par I’extrait hydrométhanolique des fruits de la coloquinte avec 108mg/ml ; les résultats

sont mentionnés sur la planche 08.

Rendement des extraits aqueux
ma/ml des plantes étudiées
80 72
60
40
20
0
fruit  feui racine feui grains feui Racine
colo colo colo Dat  Datu Salsola Salsola
Rendement des extraits
hydromethanoliques
des plantes étudiées
120
100
80
60
40
20
0
fruit feui racine feui grains feui Racine
colo colo colo Dat Datu Salsola Salsola

Planche 08 : Rendement des extraits aqueux et hydrométhanolique des différentes parties

des plantes étudiées
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b/ pH des extraits :

La planche 09 rapporte que les pH des extraits sont acides entre 4.46 et 6.24 sauf

I’extrait hydrométhanolique des feuilles de la coloquinte qui est neutre avec un pH de 7.18.

pH des extraits aqueux des plantes

fruit colo feuicolo racine feuiDat grains feui Racine
colo Datu Salsola  Salsola

pH des extraits hydromethanolique des plantes

S BN W R U N

fruit colo feuicolo racine feuiDat grains feui Racine
colo Datu  Salsola  Salsola

Planche 09 : Valeurs de pH des extraits des différentes parties des plantes étudiées
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¢/ Rendement en flavonoides :

Dans les trois plantes étudiées on a remarqué que la partie aérienne (feuilles) est plus
riche en flavonoides par apport a la partie des racines, fruits et grains, ces résultats sont

représentés dans la figure 19.

Rendement en Flavonoides

o racines 1.20
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©  feuilles 1.50

racines
o
2 grains 0.95
T
s — |

feuilles #H 2,61
L racines ‘ 0.84 ‘
£ |
§- | | |.4 1.53
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o feuilles | ! ! ! ! ! H | 530
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Figure 19 : Résultats du rendement en flavonoides des différentes parties des plantes
étudiées.



Chapitre 03 : Résultats et interprétations

V. 5. Etude de ’activité antibactérienne

IV.5. 1. Méthode des disques

a/ Citrullus colocynthis

Partie expérimentale

A partir des résultats rapportés sur le tableau 07 on a constaté que les extraits des

racines ont donné les meilleures zones d’inhibition avec un diamétre de 11.4mm pour

Listeria monocytogen et E.coli.

Tableau 07 : Résultats de I’activité antibactérienne par les disques (Citrullus colocynthis)

Les souches bactériennes

Diamétres d’inhibitions (mm)

Fruits Feuilles Racines
Aq Hyd Aq Hyd Aq Hyd
Klebsiella pneumonia (ATCC4352) 9.0£0.97 | 9.4+0.00 | 10.5+0.00 | 10.2+1.41 | 10.4+0.54 | 11.0+1.01
Listeria monocytogen (ATCC19115) 9.9+£1.01 | 10.0+1.41 | 10.84+0.78 | 11.9+1.02 | 11.4+0.34 | 10.2+1.03
Pseudomonas aeruginosa (ATCC27853) 9.8+0.54 | 10.4+1.41 | 10.2+0.84 | 10.7+0.84 | 11.0+1.35 | 10.8+1.26
Escherichia coli (ATCC25922) 9.2+0.74 | 10.0+1.35 | 8.9+1.01 | 10.9+0.54 | 10.4+1.12 | 11.1+0.63
Bacillus sterothermophillus (ATCC11778) | 9.8+1.35 | 9.2+1.41 | 9.8+1.20 | 9.7+0.00 | 10.4+1.20 | 11.2+0.97
Staphylococcus aureus (ATCC25923) 9.6+1.00 | 10.0+0.40 | 10.6+1.26 | 10.3+1.00 | 10.6+0.97 | 10.6+1.01
Enterococcus faecalis (ATCC29212) 9.4+1.54 | 8.6+0.41 | 10.5+1.03 | 9.7+1.12 | 10.7+0.54 | 10.7+1.41
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b/ Datura stramonium :

Partie expérimentale

Les résultats rapportés sur le tableau08 indiquent que 1’activité antibactérienne des

feuilles et des grains de Datura stramonium est trés limité ou le meilleure diametre est

enregistré par I’extrait hydrométhanolique des feuilles c’est 11.4 mm

Tableau 08 : Résultats de I’activité antibactérienne par les disques (Datura stramonium)

Les souches bactériennes

Diamétres d’inhibitions (mm)

Feuilles Grains
Aq Hyd Aq Hyd
Klebsiella pneumonia (ATCC4352) 6.0+0.00 | 6.00£00 6.0+00 7.2+0.74
Listeria monocytogen (ATCC19115) 6.0+0.00 | 11+0.89 7.5£0.5 | 10.2+0.74
Pseudomonas aeruginosa (ATCC27853) 6.00£0.00 | 8.4+0.48 6+00 8+1.26
Escherichia coli (ATCC25922) 7.4+0.48 | 8.2+0.74 9+0.63 9.4+1.01
Bacillus sterothermophillus (ATCC11778) | 8.2+0.40 | 8.4+0.8 | 7.8+0.74 | 7.4+0.48
Staphylococcus aureus (ATCC25923) 7.2+0.74 | 11.2+0.74 | 11+£0.63 | 10.4+0.48
Enterococcus faecalis (ATCC29212) 6.0+0.00 | 9.2+0.74 | 10+0.63 10.2+0.4
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¢/ Salsola vermiculata :

Partie expérimentale

A partir des résultats obtenus, nous avons remarqué que les extraites des feuilles et

des racines de Salsola vermiculata ont donné des diamétres trés limité dont le meilleurs n’a

pas dépassé 11.4 mm, alors que les zones d’inhibition des autres souches n’a pas dépassé

les 10mm (tableau 09).

Tableau 09 : Résultats de I’activité antibactérienne par les disques (Salsola vermiculata)

Les souches bactériennes

Diamétres d’inhibitions (mm)

Feuilles Racines
AqQ Hyd AqQ Hyd
Klebsiella pneumonia (ATCC4352) 8.40+0.48 | 8.80+0.74 | 8.7+0.40 8+0.63
Listeria monocytogen (ATCC19115) 8.80+£0.40 | 8.80+0.40 | 11.3+0.74 | 9.2+0.74
Pseudomonas aeruginosa (ATCC27853) 11.2+0.74 | 12.0+£0.63 | 7.4+0.80 8+1.41
Escherichia coli (ATCC25922) 9.80+0.74 | 8.6+1.01 | 8.6+£1.01 8.2+0.40
Bacillus sterothermophillus (ATCC11778) |9.80+0.40 | 8.6+0.48 | 8.5+0.80 9+0.63
Staphylococcus aureus (ATCC25923) 11.2+0.40 | 7.6+£1.20 | 9.5+0.75 7.8+0.97
Enterococcus faecalis (ATCC29212) 10.0+£0.63 | 9.0+£0.63 | 8.00+00 8.4+0.80
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D / Flavonoides

Partie expérimentale

Les résultats rapportés sur le tableau 10 montrent que les flavonoides extraite des

feuilles de Datura stramonium ont donné un diamétre de 12mm vis-a-vis Listeria

monocytogen ; c¢’est le meilleur diamétre enregistré par les flavonoides des plantes étudiés.

Tableau 10 : Résultats de I’activité antibactérienne des flavonoides extraite des trois

plantes étudiées par les disques :

Les souches bactériennes

Diamétres d’inhibitions (mm)

Flavonoides Flavonoides Flavonoides
C. colocynthis | D. stramonium | S. vermiculata

Klebsiella pneumonia (ATCC4352) 8.40£1.95 7.60+1.01 6.00+0.00
Listeria monocytogen (ATCC19115) 7.00£1.54 12.00+1.54 10.00+1.09
Pseudomonas aeruginosa (ATCC27853) 10.80+0.74 8.80£1.72 8.60+0.8
Escherichia coli (ATCC25922) 10.60+0.8 11.00+1.54 6.80+0.74
Bacillus sterothermophillus (ATCC11778) 11.60+1.62 9.20+0.74 8.80+1.46
Staphylococcus aureus (ATCC25923) 9.60£1.35 9.00£1.26 7.60£1.62
Enterococcus faecalis (ATCC29212) 9.40+0.48 8.60£1.35 6.00+0.00
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IV.5. 2. Méthode de contact direct pour la determination de la CMI
a/ Citrullus colocynthis

On a procédé a la méthode de contact direct pour but de déterminer les différentes
concentrations minimales inhibitrices (CMI) des extraits étudiés ; les CMlIs des extraits
aqueux et hydrométhanoliques des trois parties de Citrullus colocynthis sont présentées sur
le tableau 11 ou on a not¢ que la meilleur CMI est enregistré par 1’extrait
hydrométhanolique des racines avec 5.6mg/ml vis-a-vis Klebsielle pneumonia, Listeria

monocytogen et Pseudomonas aeruginosa.

Tableau 11 : CMI des souches bactériennes par les extraits de Citrullus colocynthis.

Souches bactériennes CMI (mg/ml)
Fruits Feuilles Racines

AqQ Hyd AqQ Hyd Aq Hyd
Klebsiella pneumonia(ATCC4352) 9.8 1393 | 17.1 10.8 18.9 5.6
Listeria monocytogen (ATCC19115) 9.8 10.85 | 17.1 | 10.8 18.9 5.6
Pseudomonas aeruginosa (ATCC27853) 9.8 13.93 | 25.2 10.8 20.92 5.6
Escherichia coli (ATCC25922) 9.45 1393 | 17.1 | 081 15.52 6.0
Bacillus sterothermophillus (ATCC11778) 9.45 10.85 | 25.2 | 10.8 21.6 6.0
Staphylococcus aureus (ATCC25923) 9.8 10.85 | 25.2 10.8 21.6 6.0
Enterococcus faecalis (ATCC29212) 9.8 1240 | 25.2 10.8 15.52 6.0
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b/ Datura stramonium

L’efficacité des extraits de Datura sur les souches bactériennes a ét¢ déterminée par
mesure de la CMI ou on a enregistré une meilleurs CMI de 2mg/ml de I’extrait aqueux des
grains vis-a-vis Staphylococcus aureus, les résultats de la CMI des extraits de Datura

stramonium sont rapportés dans le tableau 12.

Tableau 12: Résultats de 1’activité antibactérienne par CMI (Datura stramonium)

CMI (mg/ml)
Souches bactériennes Feuilles Grains

AQ Hyd AqQ Hyd
Klebsiella pneumonia(ATCC4352) 11.70 16.44 _ 7.58
Listeria monocytogen (ATCC19115) 26.00 29.9 9.5 4.77
Pseudomonas aeruginosa (ATCC27853) 18.85 17.19 _ 7.58
Escherichia coli (ATCC25922) 14.30 14.20 12.7 13.43
Bacillus sterothermophillus (ATCC11778) 13.65 14.95 95 13.43
Staphylococcus aureus (ATCC25923) 13.00 7.47 2 4.77
Enterococcus faecalis (ATCC29212) 14.3 17.94 4.22 7.58
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¢/ Salsola vermiculata

Partie expérimentale

Les CMI des souches par les extraits de Salsola sont moins important dont les

extraits aqueux des feuilles et des racines non pas inhibé les souches bactérienne méme a

des doses trés importantes, les extraits hydromethanoliques ont inhibé les souches a

différentes concentrations, Les résultats sont mentionnés dans le tableau 13.

Tableau 13 : Résultats de I’activité antibactérienne par CMI (Salsola vermiculata)

CMI (mg/ml)
Souches bactériennes Feuilles Racines

AQ Hyd AqQ Hyd
Klebsiella pneumonia(ATCC4352) 16 2.9 / 3
Listeria monocytogen (ATCC19115) / 11.6 / 4.2
Pseudomonas aeruginosa (ATCC27853) / 7.25 / 4.2
Escherichia coli (ATCC25922) / 8.7 / 3.6
Bacillus sterothermophillus (ATCC11778) / 13.05 / 4.2
Staphylococcus aureus (ATCC25923) / 115 / 4.2
Enterococus faecalis (ATCC29212) / 115 / 4.2
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¢/ Flavonoides

Partie expérimentale

Les CMI des flavonoides des plantes étudiées sont rapportés dans le tableau 14, ou

on a trouvé que Listeria monocytogen a été inhibée par les trois flavonoides des plantes a

différentes concentrations, 1.5ug/ml par des flavonoides de Datura stramonium, 3ug/ml de

la coloquinte et 6.5ug/ml des feuilles de Salsola vermiculata.

Tableau 14 : CMI des souches bactériennes par les flavonoides des plantes étudiées :

Les souches bactériennes

Diameétres d’inhibitions (ug/ml)

Flavonoides Flavonoides Flavonoides
C. colocynthis | D. stramonium | S. vermiculata

Klebsiella pneumonia (ATCC4352) _ 3 _
Listeria monocytogen (ATCC19115) 3 1.5 6.5
Pseudomonas aeruginosa (ATCC27853) _ _ 5
Escherichia coli (ATCC25922) 6.5 3 _
Bacillus sterothermophillus (ATCC11778) _ _ _
Staphylococcus aureus (ATCC25923) 5 _ _
Enterococcus faecalis (ATCC29212) 6.5 5
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V. 6. Etude de Pactivité antifongique

V. 6. 1. Résultats de la technique de single sport

L’identification des genres a 1’aide du guide de Barnett (1972) se fait par 1’étude des
caractéres macroscopiques (couleur et aspect du mycelium) et microscopiques (méthode de

microculture).

L’identification des especes d’Aspergillus et de Penicillium a été réalisée apres

culture sur différents milieux et a différentes températures.

En se référant aux ouvrages de Pitt (1973) et Ramirez (1982), la détermination des
especes se fait apres lecture des diameétres, des couleurs des mycéliums et des métabolites
produits, le tableau 15 rapporte les diametres et les couleurs des mycéliums apres 14 jours

d’incubation.
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Tableau 15 : Couleurs et diamétres des colonies des souches fongiques par la technique de

single spore.
Les souches fongiques Milieux Couleur Diametres apres
14jours d’incubation
(mm)
Aspergillus flavus MEA Vert 82
CYA37°C Jaune avec contour 41
blanc
CYA5°C / 0
G25N Blanc avec contour
blanc 46
Aspergillus ochraceus MEA Vert jaunatre avec 68
contour blanc
CYA 37°C Beige 51
CYAS5°C / 0
G25N Blanc jaunatre 41
Aspergillus niger MEA Noir 64
CYA37°C Noir 61
CYAS5°C / 0
G25N Noir et jaune claire 46
Penicillium expansum Bleu et contour 30.1
MEA blanc
CYA37°C Marron foncé et 43.8
contour beige
CDA 25°C Beige et contour 30.5
blanc
G25N Blanc 26.5
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a:G25N a25°C b:MEAa25°C c:CYAa37°C d: AMX40 |

2

a:G25N a25°C b:MEA2a25°C c:CYAas37eC d: AMX40

|

3

_ Y |

' , -
a:G23N a225*C b:MEAa 25°C c:CYAa37°C d: ANMX40

4

a: G25N a25°C b:MEA a25°C c:CDAa25°C e : AMX40

1:A flavus 2: A ochraceus 3:A. niger 4:P.expansum

Planche 10 : Aspect macroscopique et microscopique des souches fongiques testées par
la méthode de single spore
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V. 6. 2. Résultats de I’activité antifongique

V. 6. 2. a. Citrullus colocynthis
V. 6.2.a.1. Méthode de la croissance radiale

La lecture sommaire des différents supports graphiques planches 13 etl4 donnant
I’effet des extraits testés sur les souches étudiées, en général les extraits ont exercés un
effet antifongique variable sur les souches testés selon I’extrait (aqueux ou méthanolique)

et la partie de la plante ou on a effectué I’extraction (feuilles, racines ou fruits).

L’extrait aqueux des fruits a donnés des meilleurs résultats ou il a inhibé toutes les
souches testés a différentes concentrations, la meilleur concentration d’inhibition par
I’extrait aqueux est 3.3mg/ml pour [’Aspergillus niger, les résultats sont illustré sur la
planche 11 et 13.

Les extraits hydrométhanoliques ont inhibé toutes les souches testées a différentes
concentrations ou ces derniers ont donné une forte inhibition par apport aux extraits
aqueux des mémes parties de la plante ; les meilleures inhibitions enregistrées sont celle de
Penicillium expansum a la concentration de 3mg/ml par 1’extrait des racines et des feuilles,

ce qui est montré sur la planche 1 2 et 14.
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Fruits aqueouse extract

60
50 -
= o Aflavus
E 40 7 A.ochraceus
= - A
% 30 1 —g Amniger
= 20 = P.expansum
10 -
0
a 0 03.30 07.00 1110 1575 21.00
Concentration{mg/mi)
Leaves aqueouse extract
70
60 i
.50 v—é
£ 0 _L\T"‘L o Aflavus
wn
@ 30 . B S —— Aochraceus
8]
5 \I\'\ .
g2 \ " Aniger
10 ~+ P.expansum
0
0 03.60 07.20 10.8 14.40 18.00
b Concentrations (mg/ml)
Roots aquecuse extract
60
50
E - A.flavus
£ -
E 20 >'\ —a A.ochraceus
E \ —  A.niger
& 20
W —n P.expansum
10 \
o T T T T v T - 1

1 2 3 4 5 =1

Concentration{mg/ml)

a : Extrait aqueux des fruits,

b : Extrait aqueux des feuilles, ¢ : Extrait aqueux des
racines

Planche 11 : Résultats de I’activité antifongique des extraits aqueux des différentes parties
de citrullus colocynthis par la méthode de la croissance radiale
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Fruits methanolic extract

0
=]

*

D
\ \ \ - Aflavus
\ ‘\\\I == A.ochraceus

wn
=]

&

Diameatars{mm)
w
=1

20 \ \ == A.niger
10 _ﬂ\A \ P.expansum
a b >
a 0531 1120 17.80 2525 3366
Concentration|{mg/ml)
Leaves methanolic extract
60
50 +
Eqﬂ A
-—E— e Alflavus
B 30
E == A.ochraceus
m
a 20 === A.niger
10 m == p_expansum
o 2
b 1 2 3 4 5 5
Concentration (mg/ml)
Roots methanilic extract
60
50 *\
I
E == Aflavus
w
g 30 =1 Aochraceus
]
E
= 20 ' Aniger
= \ i
10 \ " P.expansum
0 - .T.\K .\l —H
1 2 3 4 5 6
C Concentration({mg/ml)

a : Extrait hydromeéthanolique des fruits, b : Extrait hydrométhanolique des feuilles
c : Extrait hydrométhanolique des racines

Planche 12 : Résultats de 1’activité antifongique de I’extraits hydrométhanoliques des
différentes parties de Citrullus colocynthis par la méthode de la croissance radiale
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X \ 4 4 :\\

- R — — - . 4 o '_‘»gl*' e —>

a:A. flavus; b : A ochraceus;c : A.niger;d:P.expansum a: A flavus; b : A. ochraceus; ¢ : A. niger ; d : P. expansum

Gauche : Extrait aqueux des fruits ; Droite : Extrait aqueux des feuilles Gauche : Extrait hydrométhanolique des fruits ; Droite : Extrait hydrométhanolique
des racines
Planchel3 : Photos des résultats de I’activité antifongique par I’extrait Planchel4 : Photos des résultats de Iactivité antifongique par I"extrait
aqueux des fruits et des feuilles de Citrullus colocynthis hydrométhanolique des fruits et des racines de Citrullus colocynthis

%0
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V. 6.2.a.2. Méthode de la biomasse

En effet les différents résultats collectés et consignées dans les supports graphiques
des planches 15 et 16 affichent une diminution de la biomasse fongique proportionnelle a la

concentration de I’extrait ajouté au milieu.

Les mesures des biomasses fongiques sous 1’effet des différentes concentrations des
extraits aqueux démontrent 1’efficacité de ces derniers sur les souches testés ou on a noté
une meilleure réduction de 1’A. ochraceus 100% par I’extrait aqueux des fruits de la

coloquinte, ces résultats sont rapportés sur la planche 15.

Les extraits hydrométhanolique ont également contribué un pouvoir antifongique plus
important vis-a-vis tous les souches étudiées avec une meilleur réduction de la biomasse du
P. expansum avec les extraits des trois parties (fruits, feuilles et racines), ces résultats sont

mentionnés sur la planche 16.
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Fruits aqueous extract

g

/

/

\ A flavus
\ — A.ochraceus
e—— = Aniger
= P.expansum
a 0 3.3 7 11.1 15.75 21
Concentration{mg/ml)

Biomass (mg)
W
g

/

8

o

Leaves agueous extract

600
500 |
E

400 | == Aflavus
E‘ 300 \\ / A.ochraceus
§ 200 \; < )
laa 100 — A.niger

o | P.expansum

0 3.6 72 108 144 18

Concentration{mg/mi)

Roots aqueous extract

m— A flavus
=== A.ochraceus

ﬁ\\ e A.niger

w— P.expansum

Biomass{mg)
cB88888

0 2.7 5.4 81 108 135
c Concentration(mg/ml)

a : Extrait aqueux des fruits, b : Extrait aqueux des feuilles, c : Extrait aqueux des
racines

Planche 15 : Résultats de 1’activité antifongique des extraits aqueux des différentes parties
de citrullus colocynthis par la méthode de la biomasse
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Fruits methanolic extract

600
500 \\
400

\ —  Adflavus
\ —— Aochraceus

=== A.niger
= P.expansum

Biomass{mg)
W
g

N
8

100
0 —
0 5.31 11.2 17.8 2525 3366
a Concentration(mg/mil)
Leaves methanolic extract
600
500 ™~

\ . Adflawus

= A.ochraceus

IS
8

Biomass{mg)
w
8

N \
200 \R N\ —== Aniger
100 \-\ ; = P.expansum
0
0 54 10.8 16.2 216 27
b Concentration(mg/ml)
Roots methanolic extract
600
500
? 400 Adflavus
A.och
-'% 2300 ochraceus
E 00 ¥ T Aniger
@ —
100 P.expansum
o —

0 1.6 3.2 4.8 6.4 g8
Concentration{mg/mil)

a : Extrait méthanolique des fruits, b : Extrait méthanolique des feuilles
c : Extrait méthanolique des racines

Planche 16 : Résultats de 1’activité antifongique de 1’extraits hydrométhanoliques des
différentes parties de citrullus colocynthis par la méthode de la biomasse.
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- Calcule des pourcentages d’inhibition :

Apres les calculs des pourcentages d’inhibition on a constaté que toutes les souches

fongique testés ont été inhibées a 100% par les trois extraits hydrométhanolique des fruits,

feuilles et racines, alors que les extraits aqueux ont inhibé quelques souches tel que

I’A.ochraceus et le A.flavus a la concentration 3.3mg/ml et 10.8mg/ml ; les résultats sont

rapporté sur le tableau 16.

Tableau 16 : Les pourcentages d’inhibition des souches fongiques testées sous 1’effet des

extraits de Citrullus colocynthis :

A flav (%)

A.ochr (%)

A.niger (%)

P.exp (%)

Af21mg/m|= 88.46

Af3.3mg/m|=100

Af21mg/m|= 37.5

Af21mg/mI=85-29

Af25-25mg/mI=100

Af33.66mgmi=100

Af25.25mg/mI=100

Af33.66mgmi=100

Af= _

Af18mg/m|: 77.77

Af18mg/m|:25.00

Alemg/mI:26-47

Af1080mgmi=100

Af21.6mgmi=100

Af27mg/mI:100

Af108mgmi=100

Af10.80mg/mi=100

Af135mgmi=75.55

Af135mgmi=47.5

Af13.5mg/mI:61.76

Aqu

Fruits
Met
Feuilles | Aqu
Met
Aqu

Racines
Met

Afg.0omgmi=44.23

Afe.amgmi=100

Af4.8mg/mi=100

Af3.2mgmi=100
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1V. 6. 2. b. Datura starmonium

IV.6. 2. b. 1. Méthode de croissance radiale

D’apres les résultats présentés sur les planches 17, 18 et 19 I’extrait aqueux des
feuilles et des grains de la Datura stramonium ou on a enregistré une diminution importante
de la croissance radiale des souches fongiques testées sous 1’effet de 1’extrait aqueux des
feuilles alors que I’extrait aqueux des grains a présenté un faible effet sur les souches testées
avec une faible diminution de | ’A. ochraceus et le P. expansum, il est a noter qu’il y a une

augmentation dans les diamétres de |’A4. flavus et | ’A. niger.

En revanche, les extraits hydrométhanoliques des feuilles et des grains ont donne une
meilleur inhibition par apport aux extraits aqueux, une diminution importante de la
croissance radiale a été enregistrée pour L’A. flavus et | ’4. niger ou le diametre de /’4. niger

a eté diminué de 75mm a 9mm ; les résultats sont illustrés sur les planches 20, 21 et 22.
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Extrait aqueux des feilles de Darura stramonium
60
50
E 40 ﬁ\\:
—= % 3¢ —o- Adflavus
N
2 \ \ \._\‘\ —=  Aochraceu|
'g 20 \ To—a —>3  Aniger
10 \ === P.expansum
0 = :\- = i
0 2.6 5.2 7.8 10.4 13
Concentration{mg/ml)
Extrait aqueux des grains de Datura stramonium
80
70 ? _ 2 2
= 60
IS
é 50 \ — Aflavus
g 0 *\”\”\: s g Aochracess
E 30 -\-_.&.\.\.; —A-~ Aniger
0 20 3¢ P.expansum
10
0 T T T T T 1
T 5 104 .. 156 0.8 26
Concentrations (mg/mlf

grains de Datura stramonium par la méthode de la croissance radiale

Planche 17 : Résultats de I’activité antifongique des extraits aqueux des feuilles et des
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a:A.flavus; b : A. ochraceus c :A.niger ;d : P. expansum

Planchel8 : Photos des résultats de 1’activité antifongique par 1’extrait aqueux des feuilles

de Datura stramonium

a:A. flavus; b: A ochraceus; c: A. niger; d: P. expansum

Planchel9 : Photos des résultats de 1’activité antifongique par 1’extrait aqueux des grains
de Datura stramonium
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Extraits méthanoliques des feuilles de Datura
Stramonium
60
50
E k
540 \\\ — Aflavus
L
30
,% ﬁ.ﬁ.\ —  A.ochraceus
_520 \\ == Aniger
a
10 \f = P.expansum
0 \‘k %* ¥* x—
0 3 5.9 8.9 11.9 14.9
Concentration(mg/ml)
Extrait méthanolique des grains
de Datura stramonium
80
\
70
é 50 \\ \ e Aflavus
$ 40 \ \
% === A.0Chraceus
£ 30
8 e AlNiger
0 20
10 ammm  P.EXpansum
0 \
T 5 10 15 20 25
concentration (mg/ml)

Planche 20 : Résultats de I’activité antifongique des extraits hydrométhanoliques des
feuilles et des grains de Datura stramonium par la méthode de la croissance radiale
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a:A. flavus; b : A. ochraceus; c : A. niger; d: P. expansum

Planche21 : Photos des résultats de 1’activité antifongique par 1’extrait hydrométhanolique
des feuilles de Datura stramonium

a:A.flavus; b : A. ochraceus;c: A. niger; d: P. expansum

Planche22 : Photos des résultats de 1’activité antifongique par 1’extrait
hydrométhanoliques des grains de Datura stramonium



Chapitre 05 : Résultats et interprétations Partie expérimentale

1V. 6.2.b.2. Méthode de la biomasse

En effet les différents résultats collectés et consignées dans les supports graphiques
des planches 23 et 24 affichent une diminution de la biomasse fongique proportionnelle a la

concentration de 1’extrait ajouté au milieu.

Les extraits aqueux des feuilles et des grains ont inhibés toutes les souches fongiques
testé sauf pour I’A.flavus on a enregistré une augmentation de la biomasse avec 1’extrait
aqueux des grains par apport au témoin qui a été de 170 mg alors que a la concentration

26mg/ml on a enregistré 326mg ; les résultats sont rapportés sur la planche 23.

En outre les souches fongiques ont été inhibées par les extraits hydrométhanoliques ou
le P.exponsum est inhibé a 100% par 1’extrait hydrométhanolique des grains, ces résultats

sont illustrés sur la planche 24.
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Extrait aqueux des feuilles de Datura stramonium

300

N
(%]
o

N
o
o

Aflavus

A.ochraceus

Biomasse(mg)
5

=
o
o

A.niger

ERX

[S4)
o

P.expansum

o

T 2,6 52 78 104 13
Concentration(mg/ml)

Extrait aqueux des grains de Datura stramonium
350

A flavus
A.ochraceus

A.niger

1111

P.expansum

.

T 5 104 156 208 26
Concentration(mg/ml)

Planche23 : Résultats de I’activité antifongique des extraits aqueux des feuilles et des
grains de Datura stramonium par la méthode de la biomasse.
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Extrait hydrométhanolique des feuilles
de Datura stramonium

300

250

200

A flavus

150

A.ochraceus

Biomasse(mg)

100 A.niger

1111

50

P.expansum

T 1,6 3,2 4,8 6,4 8
Concentration(mg/ml)

Extrait hydrométhanoliques des grains
de Datura stramonium

350
300
250

A flavus

200

A.ochraceus

150

100 A.niger

Biomasse(mg)
1111

P.expansum

50

T 5 10 15 20 25
Concentration(mg/ml)

Planche 24 : Résultats de I’activité antifongique des extraits hydrométhanoliques des
feuilles et des grains de Datura stramonium par la méthode de la biomasse
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- Calcule des pourcentages d’inhibition :

Le tableau 17 rapporte les pourcentages d’inhibition des souches fongiques testees par
apport aux concentrations des extraits aqueux et hydrométhanoliques des feuilles et des
grains de Datura stramonium ou les valeurs d’inhibition de /’A. ochraceus et A. niger est de
100% avec I’extrait hydrométhanolique des feuilles a la concentration 5.9mg/ml. L’extrait
aqueux des feuilles a inhibé totalement I’A. flavus et I’A. ochraceus a des concentration de

7.8 et 2.6 mg/ml respectivement.

L’inhibition des extraits des grains est trés limitée ou la seule souche inhibée a 100%

est le P.expansum par I’extrait hydrométhanolique.

Tableau 17 : Les pourcentages d’inhibition des souches fongiques testées sous ’effet des

extraits de Datura stramonium :
A.flav A.ochr A.niger P.exp

Aqu Af7,8mg/m|= 100 Af13mg/m|=85.29 Af13mg/m|= 37.5 Af2,6mg/m|=100
Feuilles
Metha Af14,9mg/m|:80.76 Af5,9mg/m|:100 Af5,9mg/m|:100 Af14,9mg/m|:56.52

Aqu Af=/ Af26mg/m|: 35 Af=/ Af26mg/m|:34
Grains
Metha Afasmgmi=57 Af2s5mgmi=76 Af25mgmi=88 Af15mgmi=100
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IV. 6. 2. c. Salsola vermiculata
IV. 6. 2. c. 1. Méthode de croissance radiale

Les résultats présentés sur la planche 25, 26 et 27 expriment que les diamétres des
souches fongiques testées ont éte augmentés proportionnellement avec la concentration de
I’extrait aqueux des feuilles ajouté au milieu, sauf pour le P. expansum qu’on a enregistré
une faible diminution du diameétre. Les diametres des souches fongiques ont été diminués
sous I’effet de I’extrait aqueux des racines sauf pour I’A.niger qu’il y a une augmentation

relative avec 1’augmentation du volume de 1’extrait ajouté au milieu.

Les extraits hydrométhanoliques ont donnés des effets plus importants, toutes les
souches fongiques ont été totalement inhibées a des faibles concentrations, ces résultats sont

présentés sur la planche 28, 29 et 30.
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Extraits aqueux des feuilles de Salsola vermiculata
90
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70 > Aflavus
g 60 %—ﬂi Aochraceus
E/ 50 / A.niger
IS P.expansum
5 30 T omany
20 — P.exp
10
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T 3.2 6.4 9.6 12.8 16
Concentration(mg/ml)
Extrait aqueux des racines de Salsola vermiculata
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/
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[72] —
Ba | —
[«5) —
£ 30 —
.S P.expansum
(@] 20 \ Ay
N =P .exp
10 e —
0
T 3.6 7.4 10.8 14.4 18
Concentration(mg/ml)

Planche 25 : Résultats de 1’activité antifongique des extraits aqueux des feuilles et des
racines de Salsola vermiculata par la méthode de la croissance radiale
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a:A.flavus; b: A ochraceus; c : A. niger ; d: P. expansum

Planche26 : Photos des résultats de 1’activité antifongique par I’extrait aqueux des feuilles
de Salsola vermiculata

a:A.flavus; b : A. ochraceus;c: A. niger; d: P.expansum

Planche27 : Photos des résultats de 1’activité antifongique par 1’extrait aqueux des racines
de Salsola vermiculata
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Extrait hydrométhanolique des feuilles
de Salsola vermiculata
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Planche 28 : Résultats de I’activité antifongique des extraits hydrométhanoliques des
feuilles et des racines de Salsola vermiculata par la méthode de la croissance radiale
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a:A.flavus; b :A. ochraceus; c : A. niger ; d : P. expansum

Planche 29 : Photos des résultats de I’activité antifongique par I’extrait hydrométhanolique
des feuilles de Salsola vermiculata

a:A. flavus; b : A. ochraceus; c: A. niger; d: P.expansum

Planche 30 : Photos des résultats de I’activité antifongique par I’extrait hydrométhanolique
des racines de Salsola vermiculata
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1V. 6.2.c.2. Méthode de la biomasse

Par I’extrait aqueux des feuilles et des racines de Salsola vermiculata les biomasses de
toutes les souches fongiques ont été diminuées a des concentrations variables, ces résultats

sont illustrés sur la planche 31.

L’extrait hydrométhanolique des feuilles et des racines a diminu¢ les biomasses des
souches proportionnellement avec les concentrations des extraits ajouté aux milieux, la
meilleure diminution est enregistrée par I’A.niger ou la biomasse du témoin a dépassé les

325mg les résultats sont mentionnés sur la planche 32.
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Extrait aqueux des feuilles de Salsola vermiculata
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7

Planche 31 : Résultats de I’activité antifongique par I’extrait aqueux des feuilles et des
racines de Salsola vermiculata par la méthode de la biomasse
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ya

Extrait hydrométhanilique des feuilles
de Salsola vermiculata
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Planche 32 : Résultats de ’activité antifongique par 1’extrait hydrométhanolique des
feuilles et des racines de Salsola vermiculata par la méthode de la biomasse
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- Calcule des pourcentages d’inhibition :

Le tableau 18 rapporte les pourcentages d’inhibition des souches fongiques testees par

apport aux concentrations des extraits aqueux et hydrométhanoliques des feuilles et des

grains de Salsola vermiculata ou la valeur d’inhibition des quatre souches étudiées par

I’extrait hydrométhanolique des feuilles et des racines est de 100%. L’extrait aqueux des

feuilles a diminué la croissance de la P. expansum seulement.

Tableau 18 : Les pourcentages d’inhibition des souches fongiques testées sous 1’effet des

extraits de Salsola vermiculata:

A.flav A.ochr A.niger P.exp
Aqu Af = / Af :/ Af= / Af16mg/m|:23.08
Feuilles
Meth  Afg 7mg/mi=100 Af11.6mgm=100 Afg 7mg/mi=100 Afg 7mg/mi=100
Aqu Af18mgmi=27.27 Af18mg/mi=25.58 Af=/ Af18mgmi=22.26
Racines

Meth Af9_6mg/mI:100

Aflsmg/mlzloo Af6.4mg/mI:100 Af6.4mg/mI:100
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IV. 6. 2. d. Activité antifongique des flavonoides des plantes étudiées :

Le support graphique 33 démontre les effets des flavonoides extraite des feuilles des
plantes étudiées sur les quatre souches fongiques ; Les flavonoides des feuilles de Citrullus
colocynthis ont donné une bonne inhibition de /’A. niger et le P. expansum a des
concentrations de 3 et 4ug/ml, concernant /’A. ochraceus et /’4. flavus une diminution

proportionnelle a la concentration des flavonoides a été enregistrée.

Les flavonoides de la Datura stramonium ont inhibé le P. expansum a une
concentration de 1.5ug/ml alors que la croissance des autres souches a été réduit par apport
au témoin, il est a noté une fluctuation de la croissance mycélienne de 1’4. niger a la

concentration 3ug/ml.

Les flavonoides extraits de Salsola vermiculata sont plus efficace sur le P. expansum
par rapport aux autres souches fongiques ou il a été inhibé a 1.5ug/ml alors qu’une

diminution de la croissance radiale est notée pour les autres souches.
- Calcule des pourcentages d’inhibition :

Le tableau 19 rapporte les pourcentages d’inhibition des souches fongiques testées par
apport aux concentrations des flavonoides des feuilles des plantes étudiées ou le P.expansum
a été inhibé & 100%par les trois plantes, /’A.niger est inhibé a 100% par les flavonoides de

Citrullus colocynthis.

Tableau 19 : Les pourcentages d’inhibition des souches fongiques testées sous 1’effet des

extraits de Salsola vermiculata:

Citrullus colocynthis Datura stramonium  Salsola vermiculata

A.flavus Af6.5mg/m|:74.2 Af6.5mg/m|=57.14 Af6.5mg/m|=43.6

A.ochraceus Afgsmgmi=73.2 Afe.5mgmi=42.8 Afg5mgmi=68.5
Anlgel‘ Af6.5mg/m|:100 Af3mg/m|:30 Af6,5mg/m|:38

P. expansum Ameg/m|:100 Af1.5mg/m|:100 Af]__Smg/mI:loo
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Planche 33 : Résultats de ’activité antifongique par les flavonoides des feuilles des trois
plantes étudiés par la méthode de la croissance radiale.
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Planche 34 : Photos des résultats de I’activité antifongique des flavonoides des plantes étudiées -
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V.7. Etude de Pactivité antioxydante

L’activité antioxydante exprime la capacité de réduction des radicaux libres. Pour
nos extraits (Aqueux, Hydrométhanolique et Flavonoidiques) nous avons employé la
méthode au DPPH, ce radicale libre présente une coloration violette sombre, lorsqu’il est
piéger par des substances antioxydantes, la forme réduite confere a la solution une
coloration jaune pale, le virage vers cette coloration et I’intensité de la décoloration de la
couleur de la forme libre en solution dépend de la nature, la concentration et la puissance

de la substance antiradicalaire.

Cette activité a été évaluée on spectrophotométrie en suivant la réduction de ce
radical qui s’accompagne par son passage de la couleur rouge pourpre a la couleur jaune

mesurable a 517 nm

La méthode par le DPPH a été choisie pour évaluer I’activité antioxydante par ce

qu’elle est I’'une des méthodes les plus simples, les plus rapides et les plus efficaces grace a

la grande stabilité du radical (Bozin et al., 2008).

IV .7.1. Pouvoir de réduction des extraits testés

Aprés le calcul des pourcentages du pouvoir de réduction (%PR) pour chaque
concentration des extraits, on a tracé le graphe PR%=f(C).

La capacité de la réduction du radical libre DPPH  Pendant 30minutes par les

extraits des trois plantes est représentée par les graphes des planches 35et 36 qui
représentent les pourcentages d’inhibition en fonction des différentes concentrations en

extraits et en acide ascorbique.
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Planche 35: Courbe de régressions linéaires des pourcentages d’inhibitions du

radical DPPH- en fonction des différentes concentrations de ’acide ascorbique et des

extraits méthanoliques et aqueux de Citrullus colocynthis
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Planche 36 : Courbe de régressions linéaires des pourcentages d’inhibitions du

radical DPPH- en fonction des différentes concentrations des extraits méthanoliques et

aqueux de Datura stramonium et Salsola vermiculata
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V .7.1. Pouvoir de réduction des flavonoides

Les résultats des calculs des pourcentages d’activité montrent que le pourcentage de
réduction le plus élevée est donnée par les flavonoides des grains de D.stramonuim
(93,83%), puis les flavonoides des feuilles de D.stramonium (76.62%) et ensuite les
flavonoides des fruits de C. colocynthis avec (70,76%) , les résultats sont présenté sur la

planche 37.
V.7 .2.4.Valeurs des ICso

Pour chaque extrait étudié, nous avons analysé une gamme de dilution pour établir la
concentration de chaque extrait nécessaire pour réduire 50% du radical libre, autrement
appelée 1Cso

Les valeurs d’ICsg sont calculées par la méthode de régression linéaire a partir de la

courbe. % pouvoir de la réduction = f (concentrations)

Il est a noter que 1’IC50 représente la concentration efficace du substrat qui cause la
réduction de 50% du DPPH en solution. Les valeurs d’IC50 des différents extraits ont été

estimées en utilisant la courbe de régression linéaire

Dans la présente étude, les flavonoides des trois plantes ont réduit le radical DPPHe
avec des valeurs d’IC50 de Spg/ml ; 7 pg/ml et 8ug/ml pour les flavonoides des feuilles

C. colocynthis, D. straummoni et S. vermiculata respectivement.

A partir des équations de régression linéaire des graphes représentées préalablement

on a calculé les I1Cso de chaque extrait, les valeurs sont rapportées sur le tableau 20.
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Planche 37 : Courbe de régressions linéaires des pourcentages d’inhibitions du

radical DPPH: en fonction des différentes concentrations des flavonoides de Citrullus

colocynthis, Datura stramonium et Salsola vermiculata
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Tableau 20 : Valeurs des ICso pour les différents extraits et les flavonoides des trois

plantes étudiées.

Plantes Parties Extrait IC50 (ug/ml)
C. colocynthis Feuilles Aqueux 508
Meéthanolique 3037
Flavonoides 5
Fruits Agueux 196.99
Méthanolique 683
Flavonoides 40
D. stramonium Feuilles Agueux 231.82
Méthanolique 1083
Flavonoides 7
Grains Agueux 38
Meéthanolique 38
Flavonoides 18
S. vermiculata Feuilles Agueux 65.03
Meéthanolique 873
Flavonoides 8
Acide ascorbique 62.6
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Chapitre 06 : Discussion

Discussion

L’histoire des plantes médicinales est associée a I’évolution des civilisations, dans
toutes les régions du monde, I’histoire des peuples montre que ces plantes ont toujours

occupé une place importante en médicine (Bouzouita et al., 2008).

Ce travail a ciblé trois plantes saharienne connue par des effets thérapeutiques,
Citrullus colocynthis, Datura stramonium et Salsola vermiculata dont le but est de la
recherche des nouvelles substances bioactives qui inhibent la croissance de certaines

bactéries, champignons ou méme a effet anti radicalaire.

Dans la région de la Saoura les valeurs des précipitations mensuelles indiquent que les
mois de septembre, octobre, janvier, mars et avril sont les mois ou on peut enregistrer les

meilleures précipitations

Le régime pluviométrique dans la région saharienne est irrégulier, car les pluies

peuvent survenir a n’importe quelle saison, dépourvus d’une répartition réguliére

(Boulenoir, 2015).

L’origine des précipitations est variable selon les saisons. En été, elles sont dues aux
dépressions de moussons. En hiver ces dépressions accompagnent la migration des fronts
polaires vers le sud, tandis qu’en saison intermédiaire, les précipitations sont dues aux

dépressions Sud-Sahariennes, traversant les Sahara (Dubief, 1963).

Les valeurs des températures moyennes de cette région du sud du pays montrent que
les mois de juillet et Aout sont les mois les plus chauds, ou elle dépasse les 43°C , par contre
décembre et janvier sont les mois les plus froids (7- 11°C), il faut prendre en considération
que I’insolation influe directement sur la température des surfaces aussi bien par sa durée

journaliére que par I’angle d’incidence du rayonnement solaire (Dubief, 1963).
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Les enquétes ethnobotaniques réalisées sur le terrain ont permis d’interroger 656
personnes dont 79.98% de sexe féminin contre 20.02% de sexe masculin, Ceci peut étre
expliqué par I’utilisation des plantes medicinales par les femmes a cause de leur
responsabilité en tant que meéres, ce sont elles qui donnent les premiers soins en particulier
pour les enfants. Ces résultats confirment d’autres travaux
ethnobotaniques réaliseés par, Ziyyat et al., 1997; Hmamouchi, 2001; Jouad et al., 2001 ;
Eddouks et al., 2002 ; Tahraoui et al., 2007; Mehdioui et Kahouadji, 2007;Salhi et al., 2010 ;
Benkhnigue et al., 2010 .

La tranche d’age de 30 & 50 ans représente plus de 50% des utilisateurs des plantes
médicinales, en plus 73.83% de ces derniers sont mariés ce qui explique que beaucoup de

traitements sont liés a la stérilité.

En effet, les personnes agées sont censées fournir des informations plus fiables, du fait
qu’elles détiennent une bonne partie du savoir ancestral qui se transmet oralement. La
transmission de cette connaissance est en danger actuellement parce qu’elle n’est pas

toujours assurée (Weniger, 1991 ; Anyinam, 1995).

Ces plantes ont été utilisées par les herboristes pour traiter quelques maladies, a savoir
que 46.41% de la population utilise Citrullus colocynthis a cause de ses propriétés
hypoglycémiantes, ce qui est prouvé par les travaux de (Al-Ghaithi et al., 2004 ; Jayaraman
et al., 2009), alors que 15% est utilisé pour les maladies des articulations tel que la
rhumatisme ce qui est confirmé par Banarjee et Dandiya en 1967 ; ils ont prouvé que les
feuilles sont utilisées contre I’hémorragie et elles sont prescrites pour soulager les douleurs

des membres inférieurs, le dos et les articulations.

Solon les travaux de Halimi en 2004 sur les plantes médicinales, la cologuinte
présente des effets sur le rhumatisme, 1’hémorragie, la constipation, les morsures des

scorpions.
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Les travaux publiés par Marzouk et al., 2011 sur 1’évaluation comparative de I'activité
antimicrobienne de Citrullus colocynthis constaté que la coloquinte est utilisée dans la
médicine traditionnelle tunisienne comme un traitement de nombreuses maladies tell que les
Inflammations difficiles a gérer et les Rhumatismes ; en outre Abdul Rahuman et al., 2008
a travaillé sur I’activité larvicide et molusquicide des acides oléique et linoléique isolé a
partir de Citrullus colocynthis (Linn), et il a constaté qu’ils ont des effets contre la

Leishmanioses.

L’huile des graines de la coloquinte posséde des propriétés pour la lutte contre les

animaux et les insectes a venin (Fejjal et al., 2011).

L’utilisation de Datura stramonium en médecine traditionnelle reste trés limitée a
cause de sa toxicite selon Benlemdini et al., 2014. Rageau, en 1973 a signalé que les Datura
ont été employés dans les empoisonnements criminels; a dose appropriée. Ces

empoisonnements entraineraient la perte de la raison sans provoquer la mort.

Cette plante n’a été jamais utilisée seule en traitement sauf les feuilles comme
cigarette pour soulager les crises d’asthme ce qui est confirmé par Polygenis-Bigendako et
Lejoly, 1989.

Les propriétés aphrodisiaques présentent 44.73% des utilisations traditionnelles de
Datura stramonium ou la plante est utilisée en petite quantité mélangée avec les graines
oléagineuses et le miel, Aouadhi en 2010 a exprimé que la stramoine a des propriétés
aphrodisiaques et hallucinogénes a faible dose, autrefois elle est employée pour soigner la
folie. Elle peut induire le sommeil profond de longue durée semblable a la mort.

Les feuilles et les graines de Datura stramonium contiennent de 1’hyoscyamine, de
I’atropine et plus de scopolamine. Elles ont des propriétés antispasmodiques, anti-
asthmatiques et sont utilisées dans la maladie de Parkinson (Jouzier; 2005);
en outre Ngo Bum et al en 2011 ont prouvé que les alcaloides de Datura stramoniom ont un

effet antiépileptique.
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L’étude ethnobotanique de Salsola vermiculata a montré que 72.2% de 1’utilisation de
cette derniere est pour soulager les inflammations de la peau due aux coups de soleil 22% et
4.64% est utilise en mélange avec Lawsonia inermis pour traiter les gercures des pieds et

I’eczéma respectivement.

Dans ce présent travail on a prouvé que les fruits de la coloquinte est riche en
substances chimiques bioactive tel que: les flavonoides, les tanins, les alcaloides, les
saponosides, les stérols et les steéroides, stérols insaturé et terpénes, alors que les feuilles et
les racines ne contiennent que des traces des alcaloides, ce qui corrobore avec les travaux
d’Usman et al., 2003 qui a confirmé la richesse des fruits de la coloquinte de Pakistan en

flavonoides, glycosides et tanins.

En outre les travaux publiés par Belsem et al., 2009 sur la composition des fruits de la
coloquinte de la Tunisie indiquent la présence des alcaloides des stéroides et 1’absence des

saponosides.

Uma et Sekar dans ces travaux publiés en 2014 confirme la présence des alcaloides
dans les feuilles, les racines la pulpe et méme a 1’écorce des fruits de la coloquinte et
I’absence des tanins dans tous les parties de la plante, il a prouvé aussi la présence des

saponosides dans les differents parties sauf a 1’écorce des fruits

Sunil, 2008 dans ces recherches a montré la présence de grandes quantités de composés
phénoliques et des flavonoides. La quantification ultérieure a montré la présence de 0.74%

des composés phénoliques et de 0.13% des flavonoides dans la masse fraiche.

L'analyse phytochimique des feuilles de Datura stramonium nous a montré qu'elles
sont tres riches en substances chimiques, les alcaloides, les flavonoides, les saponosides, les
tanins, les stérols insaturés et les terpénes, ce qui est en concordance avec les résultats de
Morton, 1997; Walker, 1997 ; Ritchason, 2000.
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Friedman en 2004 a exprimé que les alcaloides des grains de Datura stramonium ont
été mesurés par différents techniques ; HPLC, TLC (Thin Layer Chromatography), ELISA
(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay), GC-MS et spectroscopie UV. Ou les valeurs
varient entre 1,69 et 2,71 mg/g pour ’atropine et 0,36 et 0,69 mg/g pour lascopolamine ;
alors que Vieira et al., 2010 le rendement des flavonoides des feuilles de Datura stramonium
est 2,4% .

Le criblage phytochimique réalise, des feuilles et des racines de Salsola vermiculata
montre la présence des saponosides en quantité importante dans les feuilles, les alcaloides,
les flavonoides, les tanins, les stéroides, les stérols insaturés et les terpénes ; ces résultats
sont en accord avec ceux des travaux d’Al-Saleh et al. (2009) qui ont démontré la présence
des alcaloides, flavonoides, saponosides, stérols, terpénes et tanins dans une espéce du méme

genre Salsola villosa.

Sur le plan toxicologique, nos investigations sont orientées vers la recherche des

contaminants lourds (lechrome, lecobalt, lecadmium, lenickel, le plomb...etc).

D'abord, les sources de pollution environnementale avec les métaux toxiques sont tout
a fait diverses, s'étendant des émissions industrielles et du trafic a I'utilisation de la boue de
purification et des expédients agricoles, tels que le cadmium contenant des fongicides
organiques, de mercure et de l'arséniate de plomb d'insecticide (Gosslim et al., 1984 ;
Schilcher et al., 1987). En second lieu, les métaux lourds peuvent souiller différentes plantes
causant des risques sanitaires sérieux des tels dommages de rein, de symptdmes de la toxicité

chronique, d'échec rénal et de dommages de foie.

Les analyses des éléments minérales des rhizospheres ont révélé qu’il y a une
spécificité de la rhizosphére de Salsola vermiculata ; quelques composés sont présent en
quantité tres importante par rapport aux autres tel que Fe, K et Na ; cette spécificité est due
probablement a la présence des résidus de charbon dans la zone de prélevement a savoir que
c’est la seul plante dominante sur les terrils de charbon dans la région de Béchar, cette
hypothese a été confirmé par Michel en 1992, dont il a confirmé qu’un trop grand
pourcentage de sodium a été trouvé dans les résidus charbonniére, en 1997, Bengoa et ces
collaborateurs ont signalé que les résidus de charbon contient 48.5% de cendre et que ces

sols sont riches en sels minéraux.
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Les doses des minéraux au niveau des racines ne contiennent aucune anomalie ou les
doses des éléments toxiques tel que le plomb, le cobalt, le cadmium...ect sont présents en

traces.

Les feuilles de Salsola vermiculata contiennent une dose trés importante en Na
945.5ppm alors que pour les deux autres plantes la dose ne dépasse pas 56ppm pour D.
stramonium et 1.89ppm pour les feuilles de C.colocynthis ; tandis qu’il y a une dose
importantes de Mg dans les feuilles de la méme plante 187ppm par rapport a 63ppm pour

les deux autres plantes.

La rhizosphére de Salsola vermiculata contient 39 et 42 ppm de Na et Mg
respectivement ce qui nous confirme 1’hypothése de I’accumulation de ces deux composés

dans les feuilles de Salsola vermiculata.

L’utilisation de solvants a polarités différentes pour la préparation de nos extraits
permet de séparer les composés de la poudre des plantes selon leur polarité et degré de
solubilité dans le solvant d’extraction (Lee et al., 2003).

L’eau semble étre le meilleur solvant pour extraire la majorité des constituants
chimiques responsable des différentes activités biologique, ce qui démontre la pertinence de
la forme traditionnelle d’utilisation (Yadav et al.,, 2013).

La gravité du phénomeéne de résistance des bactéries et champignons aux antibiotiques
et antifongiques, de nombreux produits naturel ont été testé dans le but de trouver des
substances antibactérienne et antifongique, sans effet néfaste et a faible codt Economique
(Kundu et al ,2004 ; Sarouch et al., 1998).

C’est dans cette optique que l'activit¢ antimicrobienne de 1’extrait aqueux,
hydrométhanolique et I’extrait flavonoidique des différentes parties des trois plantes a été

réalisés sur 7 souches bactériennes.

Un meilleur diametre d’inhibition est enregistré par 1’extrait hydrométhanolique des
feuilles de Sasola vermiculata (12mm) vis-a-vis Pseudomonas aerugenosa, la souche qui

pose le plus grand probléme de résistances aux antibiotique dans le milieu hospitalier.
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Il est évident que les organismes Gram négatifs tel que Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa et Klebsiella pneumoniae ont montre une sensibilité légérement supérieure aux
extraits par rapport aux organismes Gram positifs utilisés a savoir Staphylococcus aureus,

Bacillus stearothermophilus et Enterococcus faecalis

Cette différence entre Gram positif et les bactéries Gram négatif pourrait étre attribuée
a la différence morphologique entre ces micro-organismes ; la bactérie Gram négatif possede
une couche phospholipidique externe de la membrane et une structure lipopolysaccharide,
Cela rend la paroi cellulaire imperméable aux solutions lipophiles ; tandis les porines
constituent une barriére sélective des solutions hydrophiles avec une limite d'exclusion
d'environ 600Da (Nikaido et VVaara, 1985). Les bactéries Gram positives devraient étre plus
sensibles car ils ne disposent qu’une couche extérieure peptidoglycane qui ne constitue pas

une barriere de perméabilité efficace (Scherrer et al., 1971).

Montserrat en 2009 dans ces recherches a prouve qu'il y a une relation trés importante
entre le pH et I'inhibition de la croissance des bactéries dont il confirme que le pH acide
inhibe la croissance des bactéries. En revanche, Certains agents antimicrobiens sont
influencés par le pH, on trouve ceux qui sont plus actifs a pH acide, d’autres a pH alcalin
(Cleenewerck et Frimat, 2004; Molinier e tMassol, 2008).

Staphylococcus aureus est révélé la souche la plus sensible ou la CMI enregistrés par
I’extrait aqueux des grains de Datura stramonium est 2 mg/ml ce qui est confirmé par Sylvie,
2011.

Listeria monocytogen a été inhibée par les flavonoides des feuilles de Datura
stramonium a une concentration de 1.5ug/ml, ce qui a été confirmé par Ali Boutlelis en 2012,
dont il a montré que les flavonoides de Datura stramonium inhibent des souches

bactériennes telles qu’E.coli et S.aureus.

On a remarqué que les flavonoides ont donné des diamétres d’inhibition trés limité par
la technique des disques alors que les CMI ont été enregistré a des concentrations trés faible
1.5pg/ml, et 3ug/ml par les flavonoides de Datura stramonium vis-a-vis Listeria

monocytogene et Klebseilla pneumonia respectivement.

129



Chapitre 06 : Discussion

Selon James, 1972 deux limitations sont suggérees pour cette méthode :
e [l y’a certains compos¢s inhibiteurs qui peuvent étre absorbés par le papier filtre.
e Des concentrations inadéquates peuvent diffuser dans 1’agar, en donnant de faut

résultats

Le mécanisme d’action des flavonoides sur les microorganismes demeure encore
imprécis, certaines études ont commencé a donner un début d’explication de leur activité
antibactérienne en citant des exemples bien explicites ; comme celui de la quercétine censée
agir sur I’ADN gyrase d 'Escherichia coli (Dadi et al. 2009).

En effet, selon les travaux de Dadi et ses collaborateurs ; 2009, la quercétine est
capable d’inhiber I’ADN gyrase bactérienne par deux mécanismes :

e Elle se fixe sur I’ADN au niveau des sites d’insertion de I’enzyme bloquant ainsi son
activité.

¢ Elle bloque le site de fixation de I’ATP se trouvant sur I’ADN gyrase.

Dans les deux cas l’action du flavonoide se manifeste par le clivage de I’ADN
bactérien, désormais incapable de subir les modifications topologiques nécessaires a son bon

fonctionnement.

Les résultats de 1’effet antifongique sur les souches de la flore toxinogéne tel que
Aspergillus flavus, Aspergillus ochraceus, Aspergillus niger et Penicillium expansum, c’est
révele trés prometteuse. Les essais ont montré que les extraits hydrométhanolique sont plus
efficaces sur les souches testées, quel que soit pour le Citrullus colocynthis ou Salsola

vermiculata.

Ces résultats sont en concordance avec les travaux de Belsem en 2009 qui a montré
que les extraits méthanolique de fruit donnent la meilleure activité antifongique contre

Candida albicans, Candida kreuser ; Candida parapsilosis et Candida glabrata.

En revanche, les travaux de Mshvildadze et al., 2000 ; Abdel Ghani et al., 2008, ont
confirmé 1’activité de quelque extrait des fruits de la coloquinte en montrant son grand

potentiel antimicrobien en particulier contre les souches multi résistantes.

130



Chapitre 06 : Discussion

Il est a noté que I’extrait aqueux des feuilles de Citrullus colocynthis a donné des
résultats inattendus ou la croissance radiale est inversement proportionnelle a la
concentration de cet extrait pour Aspergillus flavus, ainsi qu’avec 1’extrait aqueux des
feuilles de Salsola vermiculata, on a enregistré la méme remarque pour les trois souches
d’Aspergillus, cette augmentation peut étre signifié que les souches utilisent I'extrait aqueux
comme source de carbone et d’azote, ou il y a I’existence d’un stimulateur pour la croissance
de ces champignons. Cette hypothéese est utilisée aussi par d’autres auteurs, qui ont remarqué

le méme phénomene (Holetz et al., 2002)

Maria en 2007 a exprimé que les alcaloides isolé de Datura metel et Datura

sytramonium ont inhibé 20 souche de Candida.

L’activité antifongique des extraits aqueux et méthanolique de Salsola vermiculata
reste tres limité par rapport aux autres plantes étudiées d’ou avec les extraits aqueux on n’a

pas enregistré une inhibition importante des souches fongiques.

Cependant, les travaux réalisés sur I’activité antifongique de quelques plantes du sud
de la Tunisie par Bouaziz et al. en 2009 conclue que I’extrait méthanolique de S.vermiculata

n’a pas inhibé la croissance d’A.niger.

Alors que Mughal dans ces travaux en 2008 a montré que 1’extrait méthanolique de
S.kali a présenté une activité importante vis-a-vis A.flavus. Cependant, Shahidi et al. en 2004
ont montré que les extraits de Salsola kali n’ont induit aucune activité vis-a-vis de deux

souches de Candida.

La richesse de cette plante en saponosides lui donne des activités biologique trés

variable par exemple 1’effet antimicrobien (Drissa, 2003 ; Harikrisha et al, 2004).

Cette activité antifongique est due probablement a la richesse des extraits de ces
plantes en composeés actifs révélés par le criblage phytochimique, qui confirme la présence
des flavonoides, des saponosides, des stérols, des stéroides et les tanins, ces composées ont
des actions antifongique selon plusieurs auteurs (Scalbert, 1991 ; Nacoulma, 1996 ; Nuh et
al., 2005).
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Thierry Lekounoungou en 2008 a signalé que les tanins ont la capacité de complexe
les protéines fongiques ou virales, alors que les saponosides sont capables de dénaturé les

stéroides de la membrane des champignons

Le Pénicillium expansum a été inhibe par les flavonoides isolés des feuilles de
Citrullus colocynthis, Datura stramonium et Salsola vermiculata, alors que Aspergillus

niger est inhibé par les flavonoides de Citrullus colocynthis.

Selon Cowan (1999) les flavonoides possédent une affinité chimique aux lipides
membranaires, d’ou on peut supposer que la cible microbienne des flavonoides est la

membrane cytoplasmique

Les plantes aromatiques élaborent des molécules caractérisées par de nombreuses
fonctions capables de piéger les radicaux libres, d’ou leurs effets antioxydants. Ces
substances sont notamment réactives vis-a-vis de 1I’oxygene (particuliérement les radicaux
hydroxydes et superoxydes fortement agressifs) ainsi que vis-a-vis de molécules azotées

(mono- et dioxyde d’azote), des radicaux hypochlorites ou des radicaux d’acides gras

Notre étude biologique cadre I’évaluation de D’activité antioxydante des extraits
(aqueux, méthanolique et des flavonoides). Le choix de cette classe de composé est justifié
par sa nature polyphénolique susceptible d’avoir un effet antioxydant. Cette €tude est faite
par une quantification spectrophotométrique des trois extraits (aqueux, méthanoliques et les

flavonoides) avec I’utilisation de 1’acide ascorbique comme étant contrdle positif.

La lecture de la courbe de tendance de 1’acide ascorbique indique que le pourcentage
d’inhibition ou le piégeage des radicaux libres DPPH augmente avec I’augmentation de la
concentration de 1’acide ascorbique. Ce résultat est en accord avec les travaux de (Coa,

1993).
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L’extrait aqueux et méthanolique des grains de Datura stramonium représente un C150
tres important par rapport aux extraits aqueux et méthanolique des autres plantes avec un
CI50de 38ug/ml, suivi par 1’extraits aqueux de Salsola vermiculata, puis les extraits des
feuilles de Citrullus colocynthis. Cette activité a été prouvé par les travaux de Delazar en
2006 ou il a confirmé que I’extrait méthonoliques des fruits de Citrullus colocynthis possede
une activité antioxydante importante, en outre Bouaziz et al,. 2009 indique que Salsola

vermiculata possede une activité antioxydante trés intéressante.

Halliwell, 1994 et Cotelle, 2001 ont confirmé que I’action antioxydante des
phytoconstituants ne s’exerce pas seulement par I’inhibition et la désactivation des radicaux
libres, elle se manifeste aussi par la neutralisation d’enzymes oxydantes et par la chélation

des traces d’ions métalliques responsables de la production de ROS.

Klervi, 2005 ; Panovska, 2005 et Sokol, 2007 ont proposé I’hypothése que ’activité
antiradicalaire des extraits méthanoliques et aqueux des plantes est probablement liée a leur
contenu en polyphénols, en flavonoides et en tanins. Les composés phénoliques semblent
étre des bons candidats pour leurs activités antioxydantes du fait de la présence de nombreux

hydroxyles, pouvant réagir avec les radicaux libres.

Les flavonoides des différentes parties des trois plantes ont présenté une activité
antioxydante trés importante en comparaison a celle des extraits, les feuilles de Citrullus
colocynthis ont donné une 1C50 de 5ug/ml, les feuilles de Datura stramonium, IC50 de
7ug/ml et pour Salsola vermiculata CI50 de 8ug/ml ce qui a été confirmé par Fuhrman et
al., 1995.

Globalement, les résultats obtenus dans le présent travail indiquent I’existence d’une
corrélation linéaire remarquable et significative entre le pouvoir antiradicalaire des extraits
et leur teneur en flavonoides, ce qui est confirmé dans plusieurs travaux ultérieur sur
I’activité anti-radicalaire des extraits des plantes réalisé par Mansouri et al., 2005; Beta et
al., 2005; Samaniego et al., 2007.
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Amic et al., 2003 ; Marfak, 2003 et Sokol-Letowska, 2007 ont constaté que
nombreuses études ont établi des relations entre les structures chimiques des flavonoides et
leur capacités antioxydantes, 1’activité de ces molécules a piéger les radicaux libres dépend
essentiellement de leur structures , dont Kang et al. (2003) a suggéré que les molécules
polaires présentes dans les extraits végétaux contribuent a I’augmentation de [’activité

antiradicalaire.

En fait, leur activité antiradicalaire nécessite :

a- Les molécules possédant une double liaison entre les carbones C2 et C3 et un
groupement carbonyle en C4 sont les flavonoides dont les activités anti-oxydantes sont les
plusmarquées (Van Acker et al, 1996; Harborne et Williams, 2000).

b- Les flavonoides inactivent et stabilisent les radicaux libres grace a leur groupement
hydroxyle (C3-OH) fortement réactif (Rice-Evans et al., 1996).

D’aprés Halliwell, 1994 ; les mécanismes d’action d’un antioxydant peuvent
comprendre le piégeage direct des ROS « Reactive Oxygen Species » : L’inhibition des

enzymes et la chélation des traces métalliques responsables de la production de ROS.

D’autres études ont montré que les flavonoides sont aussi des bons inhibiteurs d'autres
enzymes responsables de la production des radicaux libres comme la cyclooxygénase et la
lipooxygenase (Landolfi, 1984) .

En effet, les composés phénoliques et plus particulierement les flavonoides sont
reconnus comme des substances potentiellement antioxydantes ayant la capacité de piéger
les especes radicalaires et les formes réactives de 1’oxygéne, I’effet scavenger des
flavonoides (FLOH) est attribué a leur faible potentiel redox qui les rend
thermodynamiquement capable de réduire les radicaux libres (R¢) par un transfert d’atome
d’hydrogene a partir des groupements hydroxyle. Cette réaction donne naissance au radical
aroxyle (FLO¢) et a la molécule radicalaire rendu stable (RH), le FLO« subira par la suite un
réarrangement structurale permettant la redistribution de 1’électron célibataire sur le cycle

aromatique et la stabilisation de radicaux aroxyle (Javanovic et al., 1994).
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Conclusion

Conclusion générale

L’exploitation du potentiel biologique des especes végétales revét un intérét
important, ainsi les nouvelles démarches consistent a s’intéresser a la recherche des principes

actifs dans les produits naturels d’origines végétales.

Notre travail a porté sur la partie aérienne et racinaire de trois plantes de différentes

familles, qui poussent a 1’état spontané dans la zone semis aride du sud-ouest de I’ Algérie.

Aprés l’identification botanique des trois espéces végétales étudiées (Citrullus
colocynthis, Datura stramonium et Salsola vermiculata), une étude ethnobotanique a été
effectué ou les plantes sont tres utilisé dans la région en médecine traditionnelle, Citrullus
colocynthis est utilisé en premier lieu comme hypoglycémiant, alors que Datura stramonium
est utilisé comme aphrodisiaque et Salsola vermiculata est utilisée pour soulagé les douleurs

et les brulures des coups de soleil

Un criblage phytochimique des différentes familles chimique est effectué aux trois
plantes, ce criblage est basé sur la recherche des Alcaloides, flavonoides, saponosides,
terpenes, stérols et stéroides.

Les résultats ont révélé que les feuilles de Salsola vermiculata sont les plus riche en
saponosides, les feuilles de Datura stramonium sont les plus riche en alcaloides et apré un
dosage des flavonoides on a constaté que les feuilles de Citrullus colocynthis sont les plus

riche de ces derniers.

Les flavonoides ont été extraite a partir des feuilles et des fruits ou grains des plantes ou
ils ont donné des rendements importante surtouts dans les feuilles qui représente la partie la
plus riche en flavonoides, Citrullus colocynthis a donné un rendement de 2.80% alors que

Datura stramonium a donné 2.60%.

Dans le second volet abordé par cette étude, le test antimicrobien effectué, a révélé une
activité antibactérienne trés limité par rapport a celle antifongique ; Klebseilla pneumonia,
Pseudomonas aeruginosa et Listeria monocytogenes ont été inhibée a une concentration de
5.6mg/ml de I’extrait hydrométhanolique des racines de Citrullus colocynthis, au moment ou
les quatres souches fongiques isolées a partir des aliments ont été inhibé a 100% par la plus

part des extraits testés.
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L’aptitude des flavonoides bruts a stabiliser les radicaux libre a été évaluée par la
techniqgue de réduction du radical librel,1-diphenyl-2-picryl-hydrasyl (DPPH"),

habituellement employée pour estimer I’activité antioxydante des substances dans les
émulsions ou les résultats montrent que 1°‘oxydation du DPPH est efficacement inhibée par les

extraits et les flavonoides testés.

Suivant les résultats qu’on a obtenus expérimentalement, nous pouvons prédire que les
extraits sont plutdt des substances bioactives alors que les flavonoides sont des agents
antioxydants de premiére classe.

L’ensemble de ces résultats obtenus in vitro constitus une premiére étape dans la

recherche des substances de source naturelle biologiquement active.

Des essais complémentaires seront nécessaires comme un fractionnement, une
purification, et une identification des flavonoides isolées par diverses techniques
chromatographiques, dont la chromatographie liquide a haute performance et des méthodes

spectrales adaptées de RMN s’imposent.

Il serait intéressant de mener une enquéte détaillée sur les fractions des extraits naturels
démontrant ’activité antimicrobienne et antioxydante in vitro, en vue d’identifier I’espéce

chimique ou les composeés responsables de ces activités.

L’¢tude des modes d’action de ces composés sur les différents microorganismes

s’imposent a fin de les utilisé comme des agents de prévention et a intérét alimentaire.

En conclusion, il serait intéressant d’approfondir les investigations phytochimiques et
biologiques sur ces especes afin d’isoler les molécules responsable des activités observées, ce

qui permettra d’élargir I’arsenal thérapeutique des médicaments a base de plantes.
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Annexe

Annexe 01

Etudes ethnobotanique de quelques plantes médicinales de Béchar

Informateur :

— AQE i
— Situation familiale :  Célibataire O Marie O

—Sexe: Masculin O Féminin o

— Niveau académique: Néant O Primaire O Secondaire O Universitaire O

Matériel végétal:

Usage de la plante : Thérapeutique o Cosmétique 0 Autres O

— Plante seule O Association possible (de plantes) O.......ccccveeeeveeeciieeecnnnnn

— Partie utilisées: Tigeo  Fleurso Fruitso Grainea Ecorce  Rhizome o Bulbe

O Feuilles O Plante entiére O Autres

— Mode d’administration : Oral o Massage 0 Ringage o Badigeonnage o Autres O:
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Annexe

Annexe 02

Composition des milieux de culture

Milieu PDA (Potatoes Dextrose agar)

Pomme de terre [macération sooml de filtrat)

Sucrose

Agar
Eau distillée

Sucrose

KH2POg
KCL

MgSO4
Fes{g
MaM03
Agar

Eau distillée

Matiére Séche
Agar
Eau distillée

Sucrase
Extrait de Levure
Eau distillée

Crapek Concentre
KH2POg

Extrait de levure
Sucrose

Agar
Eau distillée

KH2PMOg
Czapek Concentre

Extrait de levure
Elycerol

Agar
Eau distillée

Milieu AFPA (Milieu Selectif pour A.flavus et A.parasiticus)

Extrait de levure
peptone

Milieu CDA (CzapekDox Agar)

Milieu MEA {Malt Extract Agar)

Milieu YES (Yeast Extract Sucrose)

Milieu CY A [Czapek Yeast Agar)

Miliew G25M (25 X Glycérol Nitrate Agar)

Citrate ferrigue ammoniacal

chloramphemnicol

Dichloran solution ethaolique a 0.2%

ar
Eau distillée

200 g

58
woaml

308
1E
058
o058
0.0l g
ig
158

1000 mi

508

oo mil

408
0
oo mi

10 ml
1B

58
308
=3
woo mi

.75 8
7.5 ml
37E

0

750 ml

0
108
058
o g
1mi

BE
oo ml
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Annexe

Photos de quelques résultats

a : Feuilles de Datura stramonium b : Feuilles de Salsola vermiculata
¢ : Fruits de Citrullus colocynthis d : Grains de Datura stramonium

Planche 08 : Quelques photos des résultats du criblage phytochimiques des trois plantes

étudiées

a : Staphylococcus aureus b : Bacillus sterothermophillus ¢ : Pseudomonas aeruginosa
d : Escherichia coli e : Listeria monocytogen f : Enterococcus faecalis

Planche 11 : Photos de quelques résultats de I’activité antibactérienne par la technique des
disques
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ABSTRACT

Resistances to current antibacterial drugs are grmawglobal concerns. The aim of this study wasdentify the
phytochemicals from the fruits, root and leavesCitfulluscolocynthis and to study the antibacteriffect of
aqueous and hydromethanolic extracts of leavedsrand fruits. Phytochemical screening revealedptesence of
some active substances including flavonoids, saysoand steroid. Aqueous and hydromethanolic exdratfruits,
leaves and roots of C. colocynthis Schard. wereméxed for their antibacterial potentials againstasn positive
and Gram negative bacteria. All extracts show atgtisgainst all bacteria strains, the highest minim inhibitory
concentration (MIC) was obtained from the hydromaetilic root extract with 5.6 mg/ml against Klebkiel
pneumonia and 6 mg/ml against Bacillus stearothgumilas and Staphylococcus aureus

Key words: CitrulluscolocynthisSchard, phytochemical screening, antibacteriataekt

INTRODUCTION

CitrulluscolocynthisSchard is a member of the gourd family Cucurbitaceaiginally from tropical Asia and
Africa; it is now widely distributed in Saharan-Aian phytogeographic region in Africa and the Med#nean
region [6]. It is a small scarped perennial creggierb with prostate or climbing stem, bearing stna&pherical
fruits which are mottled green when young and sami¢e yellow when ripe[17].

In moderate doses a drastic hydrogogue, catakamtic diuretic; in large doses emetic and gastrestirtal irritant;

in small dose it is expectorant and alterative.drtign use this drug extensively as a drastic giwgén ascites and
jaundice in various uterine conditions, especiallamenorrhea. Colocynth in the form of the soktt&ct enters in
to many of the purgative pills of modern pharmattyis use full in biliousness, fever, intestinalrasites,

constipation, hepatic and abdominal, visceral agmbliral congestions, dropsy, etc. Juice of the fiked with

sugar is a house-hold remedy in dropsy [19].

C. colocynthibas very high medicinal value; the plant contaihse¢ antitumor ingredients: cucurbitacin B,
Cucurbitacin E and the D-glcoside of Beta- sitas{éb].

The purpose of the present study was to investiglayégochemical compound and the antibacterial #iets/of fruit
(Bark and pulp), roots and leaves extract€ofolocynthiagainst Gram- positive and Gram- negative bacteria.

The selected bacteriaare antibiotic resistant dtinmasistant human pathogens.
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EXPERIMENTAL SECTION

Plant material

The plants used for the present study were colleicisSeptember 2011, from Owed Béchar, BéchartyarciWest
Sahara Department, Algeria. Theleaves and root® wdeied for 20 days in the dark at ambient laboyato
temperature (20 to 28°C); the fruits were driedtfoee months at the same conditions, the graime debarrassed,
the different part were milled to a fine powderan electrical mill, and stored in the dark room penature in
closed containers until required.

Qualitative phytochemical screening

Each organ of plant (leaves, roots and fruits) waseened for the presence of key families of
phytochemicals[16,18]. Using the following reageatsl chemicals: alkaloids with Mayer’'s reagentaydhoids
with metallic magnesium and hydrochloridric acidpsenosids for their ability to produce suds, stisoacetic
anhydride and concentrated sulphuric acid, Tanth feirric chloride.

Extraction protocol

Aqueous extract

A total of 5 g of different powdered plant partsrev@dded to 50 ml of distilled water, the mixturasnallowed to
reflux for 30 min. After cooling, it was filterechd stored to 4°C without concentration [9].

Hydromethanolic extract

A 5 g of different organs powder of plant were atitie 50 ml of methanol: distilled water (v/v), thaxture was
allowed to reflux for 30 min. After cooling it wdstered. The filtrate was passed in a rotary evapmr at 65°C to
vapor the methanol; the crude extract was stordd@oprior to analysis.

Bacterial strainsand media
The antibacterial activity of different part extteiof C. colocynthisere evaluated using the following strains of
bacteria,

Gram-positive:Listeria monocytogené&TCC19115);Bacillus stearothermophil(8TCC11778);Staphylococcus
aureugATCC25923);Enterococcus faecallaTCC29212).

Gram-negative bacteria wereKlebsiella pneumonia ATCC4352); Pseudomonas aeruginggal CC27853);
Escherichia coli{ATCC25922).

These bacterial strains were obtained from theelBaststitute, Algiers, Algeria.

All strains were identified by the use of biocheatiprofiles according to the recommendations ofrtf@ual of
clinical microbiology[11]. All organisms were ma#ined in brain-heart infusion (BHI medium) contam 30%
(v/iv) glycerol at -20°C. Before testing, the susgiens were transferred to trypticase soy agar sopghted with
5% of sheep blood and aerobically grown overnigl85C. Individual colonies were isolated and susiegl in 5
ml of 0.9% Nacl solution. The inoculate were preghby adjusting the turbidity of the suspensiomgtch the 0.5
Mcfarland standard and diluted in CAMHB (Cation jemtied Muller Hinton broth) in order to achieve tdequate
inoculum in each case.

The cell number in CAMHB was estimated using aadelilution technique[13]for each assay.

Antibacterial activity

Disk diffusion method

Petri dishes were prepared with 20 ml of base lafdduller Hinton gelose medium and inoculated withO pl of
each bacterial suspension (106 UFC) [20].

After drying in a sterile hood, 6 mm diameter disk&ked with different extract were placed at 3&1C24 h. The
antibacterial activity was expressed as the meamhdjition diameters (mm) produced.

MIC determinations

The minimal inhibitory concentration (MIC) prevamgi visible bacterial growth measured by the dififiére
concentrations of extract of Muller Hinton agar raed
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Different volume of extract were prepared and adae#0 ml of Muller Hinton Agar media; after agitat , the
select solution were transferred into a Petri glatbich were incubated at 35°C for 24 h[1].

RESULTSAND DISCUSSION
Qualitative phytochemical screening
Phytochemical screening is usually carried ouctean for and to characterized the constituentdadoba in a given
plant sample. All phytochemical constituents testeste identified inC. colocynthifuits, leaves and roots as
shown in Table 1.

Table 1:Phytochemical Screening of Citrulluscolocynthisfruits, leaves and roots

Phytochemical constituents Fruils Leaves Rdots
_ Alkaloid + +/- +-

_ Tannins + +/- +

_ Saponins + +/- +

_ Flavonoids + +/- +

_ Unsaturated sterols and terpgns + +

_ Sterol and steroid + + +

Key: +: present; - : Absent; +/-hopresence

The traditional use of plants as medicines proWidebasis for indicating which essential oils af@hpextract may
be useful for specific medical conditions[8,10].

The present investigation has explored the usaefsoich plantC. colocynthiSchard endemic in the south west of
Algeria, for testing phytochemical compound andah&microbial activity of this endemic plant.

Generally in the phytochemical screening of anynplane normally identifies secondary metabolitest thave
accumulated to some extent at specific organ ofpthet. These metabolites that are mainly usedhbyptant for
protection against herbivores may have pharmactdbgictivity when tested on animals [12].

Result of phytochemical screening 6f colocynthiSchard fruits leaves and roots of showed the poeser
saponins, sterols, steroid, terpen, flavonoidgjitaand alkaloids in different proportion in theerpart of plant.

This result is in agreement with findings of Belsemmal. (2009) which proved that alkaloids werenidun all
extracts except the roots, flavonoids were presalyt in seeds; gallic tannin and coumarins onlyeiaves, and all
of them contained steroids.

Ambi et al. (2007) confirmed that three phytocheahiconstituents were identified @. colocynthiSchard seeds
extracts as alkaloid, steroid, glycosides and fiaids.

Extraction of secondary metabolites highly depeadsusing extractor techniques that depend on tlenital
properties of these compounds. Water soluble congeand proteins can be extracted in water or Eubents
whereas water insoluble compounds can be extragtadrganic solvents [5].

Antibacterial activity

Disk diffusion method

The result of the disk diffusion method indicatéatt the inhibition diameters of aqueous and hydtbanelic
extract ofC. colocynthisoots are broadest compared to the leaves anceftinéict. Results are presented in Table 2.

MIC determination

As Table 3 shows, the MICs are more or less impbrdepending on the type of bacteria studied. The
hydromethanolic extract of root shows the besthaatierial activity screw all bacterial strains égkt
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Table2: Antibacterial Activity of the Aqueous and hydrometanolic Extract of Citrulluscolocynthisfruits; leaves and roots by Disc
Diffusion Method

Inhibition diameters(mm)

Bacterial strains Fruits Leaves Roots
Aq |Hyd |Aqg |Hyd|Ag |Hyd
Klebsiella pneumoniaTCC4352) 9.0/9.4 |10.5|10.2|10.4|{11.0

Listeria monocytoge(ATCC19115) 9.9/ 10.0 10.8|11.9|11.4| 10.2
Pseudomonas aerugino6aTCC27853) | 9.8| 10.4| 10.2| 10.7| 11.0| 10.8
Escherichia col(ATCC25922) 9.2(10.0{89 |10.9|10.4| 111
Bacillus sterothermophilly¢TCC11778)| 9.8/ 9.2 (9.8 | 9.7 | 10.4| 11.2
Staphylococcus aureATCC25923) 9.6| 10.0| 10.6| 10.3| 10.6| 10.6
EnterococcusfaecalidTCC29212) 9.418.6 |10.5/9.7 [10.7]10.7

Aq: Aqueous Hyd: Hydromethamoli

Table 3: The MICsof Aqueous and hydrometanolic extract of Citrulluscolocynthisfruits, leaves and roots

MIC (mg/ml
Bacterial strains Fruits Leaves Roots
Ag |Hyd | Ag | Hyd|Aq Hyd
Klebsiella pneumoni#&TCC4352) 9.8 |13.93(/17.1/10.8/18.9 | 5.6

Listeria monocytoge(ATCC19115) 9.8 |10.85/17.1/10.8/18.9 | 5.6

Pseudomonas aerugino6aTCC27853) | 9.8 | 13.93| 25.2| 10.8| 20.92| 5.6

Escherichia col(ATCC25922) 9.45]13.93| 17.1| 08.1| 15.52| 6.0

Bacillus sterothermophilly&TCC11778)| 9.45| 10.85| 25.2| 10.8| 21.6 | 6.0

Staphylococcus aureATCC25923) 9.8 |10.85| 25.2|10.8| 21.6 | 6.0

Enterococcusfaecali@ATCC29212) 9.8 | 12.40| 25.2| 10.8| 15.52| 6.0
Aq: Aqueous Hyd: Hydromethamoli

This study confirmed the efficacy of aqueous andrbgnethanolic extract of the fruits, leaves andtgoaf C.
colocynthisSchard by the diffusion method to measure the diammeof inhibition and the method of the MIC
(minimum inhibitory concentration).

Generally, the hydrometanolic extract of the treetpare efficacy overlooked the bacteria testedritmtion to
aqueous extracts.

The strongest antibacterial activity with inhibiti@one is remarked with hydromethanolic root exttracthe MIC
obtained is 5.6 mg/ml foKlebsiella pneumonia, Listeria monocytoged Pseudomonas aeruginaséhese results
are not in agreement with those reported by Belstrd. 2009 who found that the plant organs with highest

antibacterial properties were immature fruits amunature seeds, and the lowest activity was obsefwedoot
extracts.

The strongest inhibitions were obtained agakhistoli with hydromethanolic root extract which is consigtevith
the results of Belsem et al. (2009).

Usman et al. (2003) found that the inhibition zof&. aureuwith ethyl alcohol extract of root was 13.2 mm.

P. aeruginoses the leading cause of nosocomial infection arsldeveloped mechanisms of resistance to common
antibiotic classes[4]Because of its must alway& seeew antPseudomonas aeruginosa.

These results suggest that the inhibitory effetil@ted by the extract of. colocynthiSchard may be attributable
to the secondary metabolites like phenolic compsard saponins.

Activity cannot be imputed to one family of phytechical only; alkaloids are commonly found to have
antimicrobial properties[14].

Flavonoids are known to be synthesized by plantesponse to microbial infection[7].
CONCLUSION
The obtained results might be considered adeqoateemonstrate thatitrulluscolocynthiSchard extract can be

considered a good antibacterial agent; it can le&l s an antibacterial overcoat against the stifzén a major
problem of resistance in hospitals.
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However, the results are only the first step oftetterial activity; further studies on the isatatiand identification
of the active principal and on the evaluation ofgible synergism among extract component for tetibacterial
activity are needed. Investigations are in progtestetermine the degree of toxicity of these attra
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ABSTRACT

The Resistances of the current antibacterial drugs are growing to global concerns. This study is to identify the
phytochemicals from the fruits, root and leaves of Citrulluscolocynthis and also for studying the antibacterial
effect ofaqueous and hydromethanolic extracts of the leaves, roots and fruits. The Phytochemical screening was
revealed the presence of some active substances including flavonoids, the saponins and steroid. The Aqueous
and hydromethanolic extracts of the fruits, leaves and roots of Citrulluscolocythis Schard. That were examined
for their antibacterial potentials against the Gram positive and negative bacteria. All extracts are showed an
activity against all bacteria strains, the least minimum inhibitory concentration (MIC) was obtained from the
hydromethanolicroot extract with5.6mg/ml against Klebsiellapneumonia and 6 mg/ml against Bacillus
stearothermophilus and Staphylococcus aureus.

KEY WORDS: The Citrulluscolocynthis Schard, the phytochemical screening, the antibacterial effect, the

aqueous extract, the hydromethanolic extracts.

INTRODUCTION

The Citrulluscolocythis Schard is a member of the gourd family (Cucurbitaceae), It is originally from the tropical
part of Asia and Africa; it is widely distributed now in the Saharan-Arabian phytogeographic region in Africa
and the Mediterranean pool [6]. It is a small scarped perennial creeping herb with prostate or climbing stem. The
bearing smooth spherical fruits are mottled green when they are young and some white yellow when they are
ripe [17].

In moderate doses a drastic hydrogogue, catalartic and diuretic; in large doses emetic and gastro-intestinal
irritant; in small dose it is expectorant and alterative. The Physician is used this drug extensively as a drastic
purgative in ascites and jaundice in various uterine conditions, especially in amenorrhea. The Colocynth in its
form of the solid extract is entered into many of the purgative pills of the modern pharmacy. It is used a
complete form in the biliousness, the fever, the intestinal parasites, the constipation, the hepatic and abdominal,
the visceral and cerebral congestions, the dropsy, etc. The fruit Juice is mixed with sugar is a house-hold remedy
in the dropsy [19].

The Citrulluscolocynthis has a very high medicinal value; the plant contains three antitumor ingredients:
cucurbitacin B, Cucurbitacin E and the D-glcoside of Beta- sitosterol[15]. In the present study, the purpose is to
investigate the phytochemical compound and the antibacterial activities of the fruit (Bark and pulp), the roots
and the leaves extracts of C. The colocynthis against Gram- positive and negative bacteria. The selected bacteria
is an antibiotic resistant or a multi- resistant human pathogens.

MATERIALS AND METHODS

The Plant material

The plants that are used for the present study were collected in September 2011, from Béchar’s valley,
Béchar is a city in the south-western Saharian Department in Algeria. The leaves and roots were dried for 20
days in the dark at ambient laboratory temperature (20 to 28°C); they were dried for three months in the same
conditions, The grains were embarrassed, The different parts of the fruits were milled to a fine powder in an
electrical mill, and stored in the dark room with the temperature enclosed containers until they are required.

The Qualitative phytochemical screening
Each organ of plant (leaves, roots and fruits) was screened for the presence of the key families of
the Phytochemicals [16,18]. Using the following reagents and chemicals: Alkaloids with Mayer’s reagents, the

*Corresponding Author: Nahal Bouderba Nora, Laboratory of Plant Resource Development and food Security in Semi-
Arid Areas, South West of Algeria, BP417, University of Béchar, Algeria.
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Flavonoids with the Metallic Magnesium and Hydrochloridric Acid, the Saponosids for their ability to produce
Suds, the Steroids Acetic anhydride and concentrated Sulphuric Acid, Tanin with Ferric Chloride.

The Extractionprotocol
Aqueous extract

A total of 5 g of the different powdered plant parts were added to 50 ml of the distilled water, the mixture
was allowed to reflux for 30 min. After cooling, it was filtered and stored to 4°C without concentration [9].

The Hydromethanolic Extract

A 5 g of the different organs powder of the plant was added to 50 ml of the methanol: using the distilled
water (v/v), the mixture was allowed to reflux for 30 min. After cooling, it was filtered. The filtrate was passed
in a rotary evaporator at 65°C to vapor the methanol; the crude extract was stored to 4°C prior to analysis.

The Bacterial Strains and Media

The antibacterial activity of the different part of the extracts of C (colocynthis were) was evaluated the using of
the following strains of the bacteria,

Gram-positive: Listeria monocytogenes (ATCC19115); Bacillus stearothermophilus (ATCC11778);
Staphylococcusaureus (ATCC25923); Enterococcus faecalis (ATCC29212).

Gram-negative bacteria are: Klebsiella pneumonia (ATCCA4352); Pseudomonas aeruginosa (ATCC27853);
Escherichia coli (ATCC25922).

These bacterial strains were obtained from the Pasteur Institute, Algiers, Algeria. All strains were identified by
the using of the biochemical profiles according to the recommendations of the manual of the clinical
microbiology[11]. All the organisms were maintained in brain-heart infusion (BHI medium) containing 30%
(v/v) glycerol at -20°C. Before the testing, the suspensions were transferred to trypticase soy agar supplemented
with5% of the sheep blood and aerobically grown overnight at 35°C. The Individual Colonies were isolated and
suspended in 5Sml of 0.9% Nacl solution. The inoculate were prepared by adjusting the turbidity of the
suspension to match the 0.5 Mcfarland that is standard and diluted in the CAMHB (Cation —adjusted Muller
Hinton broth) in order to achieve the adequate inoculum in each case.

The cell number in CAMHB was estimated that used a serial dilution technique[13]for each assay.

The Antibacterial Activity

The Disk Diffusion Method

The Petri dishes were prepared with 20 ml of a base layer of Muller Hinton gelose medium and inoculated with
100 pl of each bacterial suspension (106 UFC) [20].

After drying in a sterile hood, 6 mm diameter disks soaked with different extracts were placed at 35°C for 24 h.
The antibacterial activity was expressed as the mean of the inhibition diameters (mm) produced.

The MIC Determinations

The minimal inhibitory concentration (MIC) is preventing a visible bacterial growth that was measured by the
different concentrations of the extract of the Muller Hinton agar media. The Different volume of extract was
prepared and added to 20 ml of the Muller Hinton Agar media; after agitation, the select solution was transferred
into a Petri plates that were incubated at 35°C for 24 h[1].

THE RESULTS AND DISCUSSION
The Qualitative Phytochemical Screening
The Phytochemical screening is usually carried out to the screen and in order to characterized the
constituents that is available in a given plant sample. All the phytochemical constituents which were tested are

identified in C. colocynthis fruits, leaves and roots as shown in Table 1.

Table 1:Phytochemical Screening of Citrulluscolocynthis fruits, leaves and roots

Phytochemical constituents Fruits Leaves Roots
_ Alkaloid A +/- +/-
_ Tannins + +/- +

_ Saponins + +/- +

_ Flavonoids + +/- +

_ Unsaturated sterols and terpens + i +

_ Sterol and steroid + 4k aE

Key: +:present;  -:Absent; +/-:low presence
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The traditional use of the plants as medicines is provided the basis for indicating the essential oils and the
plant extract maybe useful for the specific medical conditions [8,10].

The present investigation has explored the using of one, (C. colocynthis Schard endemic in the
southwestern of Algeria), and for testing the phytochemical compound and the antimicrobial activity of this
endemic plant.

Generally, in the phytochemical screening of any plant -there is one normally identifies as a secondary
metabolites that have accumulated to some extent at the specific organ of the plant. These metabolites are mainly
used by the plant for protection against herbivores which may have the pharmacological activity when they are
tested on animals[12].

The Result of the phytochemical screening of the Citrulluscolocynthis Schard fruits leaves and roots are
showed the presence of the saponins, sterols, steroid, terpen, flavonoids, tannin and alkaloids in different
proportions in the xx tree part of the plant.

This result is in agreement with the findings of the Belsem et al. (2009) which proved that alkaloids were
found in all extracts except the roots, the flavonoids were presented only in seeds; gallic tannin and coumarins
only in the leaves, and all of them are contained steroids.

Ambi et al. (2007) confirmed that three phytochemical constituents were identified in Citrulluscolocynthis
Schard seeds extracts as alkaloid, steroid, glycosides and flavonoids.

Extraction of the secondary metabolites in highly depends on the using of the extractor techniques that depend
on the chemical properties of these compounds, the soluble water compounds and proteins can be extracted in water
or polar solvents whereas water insoluble compounds can be extracted with organic solvents [5].

The Antibacterial Activity

The Disk diffusion method

The disk result diffusion method is indicated that the inhibition diameters of aqueous and hydromethanolic
extract of C. colocynthis roots are the broadest comparing to the leaves and fruit extract. (Results are presented
in Table 2.)

MIC determination

As Table 3 shows, the MICs are depending on the bacterial strains tested. The hydromethanolic extract of the
root shows the best antibacterial activity screw all the bacterial strains tested.

Table 2: Antibacterial Activity of the Aqueous and hydrometanolic Extract of Citrulluscolocynthis fruits;
leaves and roots by the Disc Diffusion Method.

Inhibition Diameters(mm)

Bacterial strains Fruits Leaves Roots

Aq Hyd Aq Hyd Aq Hyd
-Klebsiella pneumonia (ATCC4352) 9.0 9.4 10.5 10.2 10.4 11.0
-Listeria monocytogen (ATCC19115) 9.9 10.0 10.8 11.9 11.4 10.2
-Pseudomonas aeruginosa (ATCC27853) 9.8 10.4 10.2 10.7 11.0 10.8
-Escherichia coli (ATCC25922) 9.2 10.0 8.9 10.9 10.4 11.1
-Bacillus sterothermophillus(ATCC11778) 9.8 9.2 9.8 9.7 10.4 11.2
-Staphylococcus aureus (ATCC25923) 9.6 10.0 10.6 10.3 10.6 10.6
-Enterococcus faecalis (ATCC29212) 9.4 8.6 10.5 9.7 10.7 10.7
Aq: Aqueous Hyd: Hydromethanolic

Table 3: The MICs of the Aqueous and Hydrometanolic Extract of the Citrulluscolocynthis fruits,
leaves and roots.
MIC (mg/ml)

Bacterial strains Fruits Leaves Roots

Aq Hyd Aq Hyd Aq Hyd
-Klebsiella pneumonia(ATCC4352) 9.8 13.93 17.1 10.8 18.9 5.6
-Listeria monocytogen (ATCC19115) 9.8 10.85 17.1 10.8 18.9 5.6
-Pseudomonas aeruginosa (ATCC27853) 9.8 13.93 252 10.8 20.92 5.6
-Escherichia coli (ATCC25922) 9.45 13.93 17.1 08.1 15.52 6.0
-Bacillus sterothermophillus(ATCC11778) 9.45 10.85 25.2 10.8 21.6 6.0
-Staphylococcus aureus (ATCC25923) 9.8 10.85 252 10.8 21.6 6.0
-Enterococcus faecalis (ATCC29212) 9.8 12.40 252 10.8 15.52 6.0

Aq: Aqueous Hyd: Hydromethanolic

This study is confirmed the efficacy of the aqueous and hydromethanolic extract of the fruits, leaves and
the roots of CitrulluscolocynthisSchard by the diffusion method to measure the diameters of the inhibition and
the method of the MIC (minimum inhibitory concentration).

Generally, the hydrometanolic extract of the tree parts is efficient overlooked the bacteria tested
contribution to the aqueous extracts. The strongest antibacterial activity with inhibition zone is remarked with
hydromethanolic root extract or the MIC obtained that is 5.6 mg/ml for Klebsiella pneumonia, Listeria
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monocytogen and Pseudomonas aeruginosa. These results are not in the agreement with those ones that were
reported by Belsem et al. 2009 who found that the plant organs with the highest antibacterial properties that
were immature fruits and immature seeds, and the lowest activity was observed for the root extracts. The
strongest inhibitions were obtained against E. coli with hydromethanolic root extract which is consisted with the
results of Belsem et al. (2009).

Usman et al. (2003) found that the inhibition zone of S. aureuswith ethyl alcohol extract of the root was
13.2mm.Pseudomonasaeruginosais the leading cause of nosocomial infection and has developed mechanisms of
resistance to common antibiotic classes [4],Since it must always seek a new anti-Pseudomonasaeruginosa., These
results are suggested that the inhibitory effect exhibited by the extract of C. colocynthis Schard may be
attributable to the secondary metabolites like phenolic compound and saponins. No activity can be imputed to
one family of phytochemical only; alkaloids are commonly found to have antimicrobial properties[14].
Flavonoids are known to be synthesized by plants in response to the microbial infection [7].

CONCLUSION

The obtained results might be considered the adequate to be demonstrated that Citrulluscolocynthis Schard
extract can be considered a good antibacterial agent; it can be used to an antibacterial overcoat against the strain
that a major problem of resistance in the hospitals.

However, the results are only the first steps of the antibacterial activity; further studies on the isolation and
identification of the active principal and on the evaluation of the possible synergism among the extract
component for their antibacterial activity that are needed. The Investigations are in progress to determine the
degree of toxicity of these extracts.
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Abstract: Our work focuses on the ethnobotanical study and phytochemical, antimicrobial and antioxidant activities of
Citrullus colocynthis, Datura stramonium and Salsola vermiculata, the endemic plants of Bechar area.

Ethnobotanical study showed that 46.41 % of the population use Citrullus colocynthis as hypoglycemic, 50 % use Datura
stramonium as an aphrodisiac, and 72.2 % of Salsola vermiculata is used to treat sunburn.

The phytochemical screening showed the presence of flavonoids, alkaloids, tannins and sterols and terpenes in the leaves
of the three plants and the lack of sterol and steroids in the leaves of Datura stramonium.

This wealth of phytochemicals is confirmed by the returns of aqueous extracts, méthanoliques extracts and flavonoids or
they gave a yield of 2.8 %, 2.61 % and 1.5 % of flavonoids of leaves of Citrullus colocynthis, Datura stramonium and
Salsola vermiculata respectively.

The antimicrobial activity was determined by the disk technique and direct contact with seven bacterial strains and the
radial growth and biomass technic to four fungal strains, the best MICs were recorded in Escherichia coli with a
concentration of 6mg / ml of the aqueous extract of the roots of Citrullus colocynthis

The tested fungal strains were inhibited 100% by all plant extracts at different concentrations, Aspergillus ochraceus
presented a high sensitivity where he was inhibited at low concentrations of extracts or flavonoids. The tested fungal
strains were inhibited at 100% by all plants at different concentrations, Aspergillus ochraceus presented a high sensitivity
and it was inhibited at low concentrations of extract and flavonoids.

The method of capture free radicals using the DPPH. is applied to measure the antioxidant activity; actual concentrations
of flavonoids which inhibit free radicals are 5pg / ml for C.colocynthis flavonoids leaves, 7 mg / ml for D. stramonium
and 8pg / ml for S.vermiculata leaves.

Key words: Citrullus colocynthis, Datura stramonium, Salsola vermiculata, ethnobotanical, phytochemical screening,
antimicrobial activity, antioxidant activity.

Résumé : L’objectif de notre travail porte sur 1’étude ethnobotanique, la composition phytochimique, les activités
antimicrobienne et antioxydante de Citrullus colocynthis, Datura stramonium et Salsola vermiculata, des plantes
endémique de la région de Béchar.

L’étude ethnobotanique a prouvé que 46.41% de la population utilisent le Citrullus colocynthis comme hypoglycémiant,
50% utilisent Datura stramonium comme aphrodisiaque alors que Salsola vermiculata est utilisé & 72.2% pour traiter les
coups de soleil.

Le criblage phytochimique a mis en évidence la présence des flavonoides, des alcaloides, des tanins, de stérols et des
terpenes dans les feuilles des trois plantes et I’absence des stérols et stéroides dans les feuilles de Datura stramonium.
Cette richesse en substances phytochimiques est confirmé par les rendements des extraits aqueux, méthanolique et des
flavonoides ou ils ont donné un rendement de 2.8%, 2.61% et 1.5 % des flavonoides pour les feuilles de Citrullus
colocynthis, Datura stramonium et Salsola vermiculata respectivement.

L’activité antimicrobienne a été testée par la technique des disques et le contacte directe sur sept souches bactériennes et
la technique de la croissance radiale et la biomasse pour quatre souches fongiques, les meilleurs CM1 ont été enregistrés
sur Escherichia coli avec une concentration de 6mg/ml de I’extrait aqueux des racines de Citrullus colocynthis.

Les souches fongiques testées ont été inhibées & 100% par tous les extraits des plantes & différentes concentrations,
[’Aspergillus ochraceus a présenté une sensibilité importante ou il a été inhibé & des faibles concentrations des extraits
ou des flavonoides.

La méthode du piégeage des radicaux libres a l'aide du DPPH: est appliquée pour mesurer ’activité antioxydante ; les
concentrations effectives en flavonoides qui inhibent les radicaux libres sont 5pg/ml pour les flavonoides des feuilles de
C.colocynthis, puis 7 pg/ml de D. stramonium et 8pug/ml pour les feuilles de S.vermiculata.

Mots clés : Citrullus colocynthis, Datura stramonium, Salsola vermiculata, ethnobotanique, criblage phytochimique,
activité antimicrobienne, activité antioxydante.




