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INTRODUCTION

Depuis toujours les plantes ont constitué la source majeure de médicaments grâce à la

richesse de ce qu’on appelle le métabolisme secondaire, une exclusivité du monde végétal.

Parmi les milliers de molécules produites par ce métabolisme, l’homme sélectionne celles qui

lui permettent de se défendre contre les agressions d’autres organismes vivants pathogènes

(champignons, bactéries, virus…) et de corriger ses troubles métaboliques. Le 21éme siècle

s’ouvre et de nombreuses maladies à fort taux de mortalité restent encore sans traitement. La

recherche de nouvelles molécules, plus actives, moins conteuse avec moins d’effets

secondaires, est une urgence pour l’homme. Ces produits naturels jouent un rôle significatif

dans la découverte des médicaments (Newman et al., 2003).

Il est rapporté qu’au minimum 119 composés, dérivés de 90 espèces de plantes peuvent

être considérés comme médicaments importants (Farnsworth et al., 1985).

L’intérêt porté aux plantes n’a cesse de montrer au cours de ces années, aujourd’hui les

traitements à base de plantes reviennent au premier plan, car l’efficacité des antibiotiques et

antifongiques est appréhendée par des scientifiques à cause des résistances accrues des

bactéries et moisissures dont la conséquence est l’échec thérapeutique.

La découverte de nouveaux agents antifongiques et antibactériens est devenue plus

qu’indispensable pour être innovants et contourner les mécanismes de résistance, les

antifongiques de demain, devront viser de nouvelles cibles d’action chez les moisissures.

A cet effet et dans le cadre de valorisation de la flore algérienne on s’est intéressé à trois

espèces : Origanum vulgare, Mentha aquatica et Hyoscyamus albus.

L’objectif visé est de déterminer l’effet in vitro des associations des composés

phénoliques totaux ou des composés majoritaires d’huiles essentielles, testées sur des souches

fongiques à savoir Aspergillus flavus, Aspergillus Ochraceus, Mucor rammanianus et Botrytis

cinerea.

En fonction des concentrations inhibitrices fractionnaires (FIC index), l’effet généré

peut être synergique, additif, antagoniste ou indifférent. Ces résultats pourraient être une

solution alternative pour la mise en évidence des souches bioactives dans le traitement des

maladies infectieuses.

L’objectif du présent travail est d’une part l’évaluation de l’activité antifongique des

CPs obtenues à partir des parties aériennes de ces plantes, Origanum vulgare, Mentha

aquatica et Hyoscyamus albus, seul et d’une autre part, en association avec certains composés

majoritaire (thymol, eugénol, phénol et α-pinène).     
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Ce manuscrit comporte deux parties, la première est un recueil concernant les trois

plantes étudiées à partir de la bibliographie. La deuxième partie présente les travaux

expérimentaux comportant deux chapitres. Le premier rassemble le matériel et les méthodes

utilisés pour l’appréciation de l’activité antifongique des CPs seul et en association avec les

composés majoritaires en utilisant la technique de l’échiquier pour l’estimation de cette

activité que ce soit pour les CPs seules ou en association. Le second chapitre est une

présentation des résultats obtenus ainsi que leur discussion.
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I-Généralités:

Des chercheurs ont estimé qu’il existe environ 400 000espèces de plantes dans le

monde, dont environ le quart ou le tiers ont étéutiliséesà des fins médicinales. (Benayad,

2008)

La plante, organisme vivant, marque son identité par des spécificités morphologiques, à

l’origine de la classification botanique, mais aussi biochimiques, liées à des voies de

biosynthèses inédites, représentant l’intérêt de l’usage des plantes médicinales (Bruneton.,

1987).

D’après la Xème édition de la Pharmacopée française, les plantes médicinales "sont des

drogues végétales au sens de la Pharmacopée européenne dont au moins une partie possède

des propriétés médicamenteuses". Ces plantes médicinales peuvent également avoir des

usages alimentaires, condimentaires ou hygiéniques (Debuigne., 1974).

En d’autres termes nous pouvons dire qu’une plante médicinale regroupe l'ensemble des

plantes dont un ou plusieurs de leurs organes sont utilisés pour leurs vertus thérapeutiques. Il

peut s'agir de la tige, des feuilles, de l'écorce ou encore des racines qui sont employées à des

fins curatives. Parmi les principales plantes médicinales les plus connues figurent, entre

autres, l'absinthe qui facilite la digestion, le cacao qui régulent l'humeur ou encore

l'eucalyptus très apprécié pour lutter contre la toux (Horde ., 2014).

 La famille des solanacées :
La famille des solanacées est l’une des grandes familles du monde végétale, du fait du

grand nombre qu’elle comporte (environ 2300) et des nombreux usages que l’homme en fait

(alimentaire condiment et pharmaceutique………………etc). (kaurtl et al ; 2002)

Les plantes de cette famille sont bien connues en tant que source naturelle des

alcaloidestropaniques comprenant : l’hyoscyamine, la scopalamine et l’atropine et

sontcultivés pour leur importance médicinale (Etminan et al ; 2012)

 La famille des lamiacées
La famille des Lamiaceae (labiées) du Latin (Labia) lèvre signifiant que les fleurs ont

une forme caractéristique à deux lèvres (Couplan., 2000;Naghibiet al.,2005), comprend

environs 6970 espèces réparties en 240 genres (Meyeret al., 2004). Cette famille est l'une des

premières à être distinguées par les botanistes (Pistrick, 2002) et ceci par la particularité de

ses caractères. Ce sont généralement des plantes herbacées odorantes, à tiges quadrangulaires,

feuilles en général, opposées sans stipules.
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 Les métabolites secondaires

Les métabolites secondaires végétaux constituent une classe extrêmement large de

substance naturelle qui intervient de façon déterminante dans l'adaptation desplantes à leur

environnement. Outre leurs implications dans le fonctionnement des végétaux, ces molécules

représentent une source importante de substances intéressantes pour l’Homme tel que

leshuiles essentielles, les terpenoïdes, les composés phénoliques et les flavonoïdes. Leurs

applications concernent des domaines aussi variés tels que les principes actifs

pharmaceutiques, les produits cosmétiques et les additifs alimentaires (Croteauet al., 2000).

 L’activité antifongique des composés phénoliques

Les moisissures sont des contaminants de nombreux substrats végétaux et de certains

produits d’origine animale (Richard., 2007). Leur présence peut améliorer les qualités

organoleptiques duproduit ou, au contraire, l’altérer et conduire à l’accumulation de

métabolites secondairestoxiques ; les mycotoxines. Les aflatoxines sont les plus recherchées

parmi les groupes desmycotoxines existants(Rawal., 2010). Grâce aux connaissances

acquises sur les voies de biosynthèse des mycotoxines, certaines molécules présentes dans les

végétaux s’avèrent, de part leur structure e tpropriétés, être de bon candidats susceptibles

d’interférer avec la production de toxines (Reddy., 2009).Dans ce contexte une tentative de

valoriser les poly-phénols (PP) pourraient être utilisés commesubstances naturelles

antifongiques.

I-1 « Origanum vulgare L. »

I-1-1 Description botanique et classification :

L’origan est un Sous-arbrisseau vivace, de la classe des dicotylédones qui mesure de 30

à 80 cm de haut, au feuillage et aux fleurs odorantes quand on les froisse. Elle est ainsi

reconnaissable à son odeur et à sa saveur phénolé, épicée et chaude. (Teuscher et al., 2004 ;

Rameau et al., 2009 ; Arvy et Gallouin, 2003)

C’est une plante souvent un peu rougeâtre violacée et qui est couverte de poils, faisant

partie de la famille des lamiaceae, elle possède donc de nombreuses tiges dressées à la section

carrée et ramifiée. Ces tiges peuvent persister l’hiver à l’état sec. (Rameau et al., 2009)

En ce qui concerne ses feuilles, elle sont opposées-décussées, courtement pétiolées.

D’une largeur de 1 à 2 cm et de 5 cm de longueur, elles sont ovales et finement denticulées.
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Le limbe est vert foncé, et on peut observer la présence de nombreux poils sécréteurs,

notamment sur l’épiderme inférieur. (Teuscheret al., 2004 ; Rameau et al., 2009)

Figure N° 1 : Fleurs et feuilles d’Origanumvulgare L. Figure N°2 : fleurs d’O.vulgare (fleurentin, 2007)

(fleurentin, 2007)

Les fleurs sont regroupées en inflorescences de type panicule, fixées ou sommet des

rameaux ; les bractées elliptiques ont 4 à 5 mm de long et leur couleur souvent rouge foncé

varie selon les espèces ; la corolle gamopétale est rouge violet ou rose pale,

exceptionnellement blanche, de 4 à 7 mm de long ; le calice persistant et gamosépales et

pourvu de 5 dents égales ; les étamines sont en nombre de 4 ; l’ovaire est supère, bicarpellaire

et divisé en 2 loges comportant chacune 2 ovules. Le fruit est un tétrakène lisse, brun, de 1mm

de long, chaque akène qui le compose restant longtemps soudé au fond du calice. La

floraison a lieu de juillet à septembre (Teuscheret al., 2005).

Classification :

Le genre origanum inclut 39 espèces, dont plus de 75% sont concentrés dans les régions

méditerranéennes (Sahinet al., 2003 ; Kintzios, 2002). La systématique de l’espèce

origanumvulgareL. est décrite comme suit (tableau I) :
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Tableau I : classification de l’espèce Origanum vulgare. D’après Deysson 1967

I-1-2 Constituants biochimiques de l’origan:

Des études réalisées par différents chercheurs montrent que l’origan est une source

riche en plusieurs éléments importants, ayant des effets positifs sur la santé de l’homme

Origanum vulgare. L présente une grande variété dans sa composition en huiles

essentiels suite à l’existance de différentes sous espèces, mais aussi à de nombreux paramètres

comme les conditions climatiques et la période de récolte (Sahin et al., 2004).

En Espagne, Viuda-martos et al., (2007) ont identifié dans l’origan 32 composés (HE)

sachant que les plus abondant son le carvacrol (61.21%) et le p-cymène (15.12%)

D’après Raduoiene et al (2005) les huiles essentielles les plus dominantes de l’origan de

lituanie sont le β-caryophyllène, les cis- et trans- β-ocimène, le sabinène et le germacréne 

représentant 49.8 à 76.8% dans les fleurs et 41.9 à 71.4% dans les feuilles. Tandis qu’en

Turquie, c’est le caryophylléne (14.4%) et le spathulenol (11.6%) qui sont les plus dominants

selon Sahin et al(2004).

Peu d’études ont été réalisées sur les composés phénoliques de l'origan. L’acide

protocatéchique, l’acide caféique, l’acide rosmarinique, le glycoside phénylique, l’acide

propionique, les flavonoïdes sont les principaux composés phénoliques caractérisés dans

l’origan. Les trois composés acide caféique, acide rosmarinique et carvacrol élèvent, en

moyenne, de 55% la teneur en composés phénoliques (kulisicetal., 2004 ; Skergetetal.,

2005).

Rang taxonomique Nomenclature

Embranchement :

Sous-embranchement :

Classe

Sous-classe

Série :

Super ordre :

Ordre :

Famille :

Sous-famille :

Genre :

Spermaphytes

Angiospermes

Dicotylédones

Gamopétales

Superovariées tétracycliques

Tubiflorales

Lamiales

Lamiaceae

Népétoïdées

Origanum
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I-1-3 La répartition géographique d’origanum vulgare :

Le genre Origanuma été particulièrement étudié par Ietswaart en 1980. Il reconnaît 3

groupes, 10 sections, 38 espèces, 6 sous-espèces, 3 variétés et 16 hybrides. Le genre

Origanumest largement présent des îles Canaries et des Açores, à l’Europe du Nord et jusqu'à

l’est de l’Asie. On peut le rencontrer aussi en culture à Cuba ou dans l'ile la Réunion, mais la

région méditerranéenne représente son aire de distribution la plus importante.

I-2 « Hyoscyamus albus L »

I-2-1 Etude botanique de Hyoscyamus albus L

La jusquiame (Hyoscyamusalbus), appartient à la famille des solanacées, et au genre

Hyoscyamus. Elle est localement connue sous le nom de «Sikrane». Elle est très employée

contre diverses maladies, méditerranéenne et en Algérie (Jouzier, 2005)

I-2-1-1 description de Hyoscyamus albus L

 caractères morphologique de la plante :

La jusquiame blanche est une variété annuelle ou bisannuelle (figure n° 3), qui mesure

de 30 à 90 cm de hauteur, à port dressé , a des feuilles plus petites que la jusquiame noire (5à

10 cm de long), elle sont large, ovales , collantes et de couleur vert clair.(Goullé et al. ; 2004)

La floraison se fait de Mai à Juin, les fleurs son d’un blanc teinté de jaune verdâtre,

chaque fleur se situe à l’aisselle d’une feuille, du même côté que cette dernière par rapport a

l’axe de la tige. (Figure 3) (Sabat., 1957).

Figure N°3 : Les différentes parties de Hyoscyamus albus L
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I-2-2 La classification botanique

La classification de la plante Hyoscyamus albus. L. est représentée dans le (tableau II)

Tableau II : classification d’Hyoscyamus albus L. (Cronquist, 1988)

I-2-3 La répartition géographique :

Le genre Hyoscyamus albus comporte une vingtaine d’espèces surtout représentées

dans le bassin méditerranéen, l’Afrique du Nord et l’Asie occidentale. ( Jouzier 2005) Dont

trois sont Représentés dans la flore algérienne Hyoscyamus muticus, Hyoscyamus niger et

Hyoscyamus albus. (Quezel et santa 1963)

I-2-4 Composition biochimique:

La teneur en alcaloides totaux est faible, elle est de l’orde de 0.04 à 0.15%, celle de la

feuille est de 0.05 à 0.015%. Celle de la graine peut atteindre 0.3%. (Goullé et al 2004), dont

la scopalamine représente plus de la moitié des alcaloides totaux, le pourcentage des

alcaloides tropiques est de 0.05 – 0.15%, et le pourcentage de scopalamine est variable : 25 à

50% (Kone, 2009).

Les feuilles de jusquiame est particulièrement riche en matière minérale qui attient 20%,

les flavonoides sont importants, le scopolétol n’est présent qu’a l’état de trace (Paris et

Moyse, 1981).

I-3 « Mentha aquatica»

I-3-1 Présentation du genre Mentha :

Les Menthes, du nom latin Mentha, font partie des plantes vivaces, herbacées indigènes

et très odorantes appartenant à la famille des Lamiacées ou Labiacées, formée de prêt de 3500

Rang taxonomique Nomenclature

Règne

Division

Classe

Ordre

Famille

Genre

Espèce

Plantae

Magnoliophyta

Magnoliopsida

Asteridae

Solanaceae

hyscyamus

HyoscyamusalbusL.
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espèces réparties sur 8 sous-familles (Bruneton J., 1993). Près de la moitié (47 %) des

Lamiaceaesont regroupées dans la sous-famille des Nepetoideae. Au sein de la sous-famille

des Nepetoideae, le genre Menthaest représenté par 18 espèces et environ 11 hybrides.

L'hybridation intra spécifique est relativement aisée et rend la taxonomie particulièrement

délicate (Tucker, 2007). Les Menthes conservent depuis l’antiquité une infinie diversité

d’emplois et occupent une large place dans les utilisations thérapeutiques. Elles fortifient tout

le système des nerfs, stimulant diffusible et aussi un sédatif diffusible (Edrissi ;1982).

On en connaît environ 20 espèces, dont les plus répandu sont la menthe aquatique, qui a

pour nom scientifique Menthaaquatica, la menthe poivrée, Menthapiperita, et la menthe

verte, Menthaspicata. (Nisrin ; 2008)

I-3-2 Classification de Mentha aquatica :

La classification de genre Mentha aquatica est présentée dans le tableau III.

Tableau III : classification classique de l’espèce Mentha aquatica(Nisrin ; 2008)

I-3-3 Description botanique de la menthe:

ManthaaquaticaL., plus connue sous le nom menthe aquatique est une Plante vivace de

30-80 cm, verte ou rougeâtre, velue-hérissée ou presque glabre, à odeur forte mais agréable ;

tiges dressées ou ascendantes. (Tucker, 2007). Ses feuilles mesurent de 4 à 10 cm de long,

elles sont ovales, opposées, courtement pétiolées, lancéolées, aiguës, dentées, sont d'un très

beau vert et se teignent de nuances rougeâtres au soleil et de rouge cuivré à l'ombre, elles sont

recouvertes de gros poils sécréteurs arrondis dans lesquels s'accumulent les substances

volatiles odorantes. (Edrissi ; 1982, Benayad ; 2008)

Rang taxonomique Nomenclature

Règne

Division

Classe

Ordre

Famille

Genre

Espèce

Plantae

Magnoliophyta

Magnoliopsida

Lamiales

Lamiaceae

Mentha

Menthaaquatica
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Les fleurs, violacées, forment des épinestrès courtes, à l’extrémité des rameaux. Le

fruit, divise en quatre parties, estentouré d’un calice persistant. Son odeur est puissante, sa

saveur piquant et rafraichissante (Jahandiez ;et al,.1934;Nisrin,.2008 )

Figure N° 4 : photo de Mentha aquatiqua

I-3-4 La composition biochimique:

L’huile essentielle de la menthe riche surtout en -L-carvon (teneur entre 40a80%),

L’acétate de dihydrocuminyle (10a12%, ces deux constituants majeurs étant responsables de

l’odeur de la plante) et le limonène (5a15%) ; ils sont accompagnés de dihydrocarvone,

dédihydrocavol d’acétate de carvyle et de a-caryophyllée. Dans d’autres races chimiques, la

carvone est accompagnée de 1,8cineol (jusqu’à 2%) depulégone (jusqu’a50%) ou de

terpineol-4(jusqu’a18%). (Sidallu, 2010)

I-3-5 La répartition géographique

La plupart des menthes sont originaires de l'Europe, de l'Asie et de l’Afrique du Nord.

Cependant, en suivant les flux de migration, les menthes sont présentes sur la quasi-totalité

des continents. (Tucker, 2007).
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II-Matériel et Méthodes

Le présent travail a été réalisé au sein du laboratoire de microbiologie du département

des sciences alimentaires à l’Université de Bejaia. Nous nous sommes intéressés à l’étude de

l’effet in vitro des composés phénoliques seuls et en association avec des composés d’huiles

essentielles (thymol, eugénol, α-pinène et le phénol), sur les souches fongiques, il s’agit de 

Mucor rammanianus, Botrytis cinerea, Aspergillus flavus et Aspergillus ochraceus.

II.1. Matériel

II.1.1 Matériel non biologique et équipements

Pour réaliser cette étude, on a utilisé un ensemble d’équipements, de verreries, d’appareillages

et de produits chimiques (Annexe 02). Par ailleurs, plusieurs milieux de culture ont été

utilisés. Leur composition est citée en annexe (Annexe 03).

II.1.2 Composés chimiques Etalons

Les composés chimiques utilisés pour l’étude de l’activité antifongiques sont présentés

dans le tableau IV

Tableau IV : les composés chimiques utilisés

Les composes chimiques Formules chimiques Références

Thymol

C10H14O

Reidel-de Haën®, Sigma-Aldrich

laborchemikalien GmbH,

Allemagne

α-pinène 99% 

C10 H16

Alfa Aesar. GnibH 8 CoKG

Zeppelinstra Be 7.76185

Karlsruhe Germany.

Eugénol pur

C10 H12 O2

Laboratory Reagent. Biochem

chemopharma new office : 315

place youville- suite 343

Montreal – Quebec H2y014

Phénol C6 H6 O Reidel-de Haën®, Sigma-

Aldrich laborchemikalien

GmbH, Allemagne
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II-1-2 Matériel biologique

II-1-2-1 Matériel végétal

Cette étude est portée sur les composés phénoliques, extraits de la partie aérienne de

trois plantes médicinales «Hyoscyamus albus L., Origanum vulgare et Mentha aquatica»

récoltées dans différentes régions de la willaya de béjaia à savoir :

 L’origan (Origanum vulgare), a été récolté de la région de Tighzarth, ait adjissa,

benimaouche en juin 2015. C’est une plante de la famille des lamiaceae.

 La jusquiame (Hyoscyamus albus L), a été cueillie 2014 à Toudja dans la région de

Bejaïa. une plante de la famille des solanacées.

 La menthe aquatique (Mentha aquatica), a été achetée chez l’herboriste de la willaya

de Bejaia. c’est une plante de la famille des lamiaceae.

Les feuilles ont été séchées au laboratoire pendant quelque jours a température

ambiante, ensuite broyées a l’aide d’un broyer mécanique et tamisées par un tamiseur de

diamètre 125µm.

A: Hyoscyamus albus B: Origanum vulgare C: Mentha aquatica

Figure n°5 : photos des trois plantes étudiées

 Séchage

Le séchage a une importance majeure pour l’extraction des polyphénols, car les cellules

végétales contiennent différents types d’enzymes, susceptibles de provoquer des

modifications des composés phénoliques contenus dans le matériel végétal, en particulier des

polyphénols-oxydases et des glycosidases.

Un taux élevé d’eau, a une grande importance pour l’extraction des polyphénols, car sa

présence est un élément gênant du rendement de l’extraction.
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Cet inconvénient peut être éliminé par un séchage rapide du matériel végétal, aussitôt

après sa récolte (Ribérau-Gayon, 1968). Le matériel végétal séché peut être conservé

pendant un certain temps sans modifications importantes (Owen et Johns, 1999).

II-1-2-2- Souches fongiques

Afin d’étudier l’activité antifongique des composés phénoliques, quatre souches ;

Aspergillus flavus, Mucor rammanianus, Botrytis cinerea et Aspergillus occhracus ont été

choisies pour leurs pouvoir pathogène pour l’Homme (tableau V).

Tableau V : les souches fongiques testées

Les souches fongiques Classification Référence

Aspérgillus flavus Ascomycètes ATCC 16704

Mucor rammanianus Zygomycètes ATCC 16700

Botrytis cinerea Ascomycètes ATCC 16668

Aspérgillus ochraceus Ascomycètes ATCC 16690

II-2-Méthodes

II-2-1-Extraction des poly phénols totaux

L’extraction des poly phénols totaux à partir de la matière végétale dépend de leur

structure chimique, de la méthode d’extraction, de la granulométrie et du temps de macération

(LEVIZOU et al., 2004). Elle dépend aussi de la température, car la chaleur rend les parois

cellulaires perméables, comme elle dépend de la nature du solvant (ESCRIBANO-

BAILONO et SANTOS-BUEGLA, 2003 ; PINELO et al., 2005).

Nous avons utilisé le éthanol 96% comme solvant d’extraction, car il donne un meilleur

rendement, Les extraits phénoliques des plantes sont généralement des mélanges des

différentes classes de composés phénoliques qui sont solubles dans le solvant utilisé. La

solubilité de ces derniers est tributaire de type de solvant utilisé (polarité) (NACZK et

SHAHIDI, 2004).

Dans la présente étude, la méthode utilisée est celle de l'extraction par macération, en

utilisant un solvant polaires afin d’obtenir des extraits enrichis en molécules d’intérêt (composés

phénoliques). (VENTURINI, 2010)

 Extraction des poly phénols totaux

L’extrait éthanoïque des feuilles de Hyoscyamus albus L, Origanum vulgare et Mentha

aquatica sont préparées selon la méthode de Romani et al 2006.
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Une quantité de 30 g de poudre végétale à été introduite dans un erlenmeyer contenant

200 ml de solvant (éthanol 96%). L’ensemble a subi une agitation pendant 24 h à température

ambiante et a l’abri de la lumière puis laissé précipiter pendant 2h. L’extrait est donc

récupéré par une filtration a l’aide d’un papier filtre (papier wathman) (la macération est

répété 3 fois en renouvelant le solvant chaque 24H) cette méthode est appelé la méthode de

l’épuisement. Figure 6

Mode opératoire

 Calcul du rendement d’extraction

Le rendement d’extraction est défini comme étant le rapport entre la masse de l’extrait

obtenu et la masse du matériel végétal à traiter. Annexe II

Le rendement a été calculé comme suit :

30g de la poudre +200ml de solvant
d’extraction (éthanol 96%)

Agitation pendant 24h (température ambiante)
Sur une plaque agitatrice

Filtration

Evaporation de solvant
aurotavapeur à 40C°

Extrait sec

Figure N°6 : Protocole d’extraction des poly phénols totaux (Romani et al., 2006)

Filtrat est
conservé à 4°

Le résidu va
subir la même
opération 3 fois

R (%) =
 (ா)

 (ௌ)
×100
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R : Rendement en extrait sec en g/ 30g de la matière sèche
m(E) : Quantité d’extrait récupérée exprimée en g
m(S) : Quantité de la matière végétale sèche utilisée pour l’extraction exprimée en g

II-2-2 Dosage des composés phénoliques

 Dosage des poly phénols totaux

 Principe

Le dosage des polyphénols totaux solubles est effectué par la méthode au Folin-

Ciocalteu (Figure N°7) décrite par Singleton & Rossi, 1965.

Le réactif de Folin-Ciocalteu, mélange de l’acide phosphotungstique (H3PW12O40) et

d’acide phosphomolybdique (H3PMo12O40), est réduit en présence de poly phénols totaux en

un mélange d’oxydes bleu de tungstène (W8O23) et de molybdène (Mo8O23). La coloration

bleue produite est proportionnelle au taux des poly phénols totaux présents dans le milieu

réactionnel (Ribérau-Gayon, 1968; Lapornik et al, 2005).

 Le mode opératoire

Le contenu en poly phénols totaux des extraits d’hyoscyamus albus, origanum vulgare

et mentha aquatica, est estimé par la méthode décrite par singlton & Rossi, 1965 in Wong et

al, 2006.

Figure N°7 : Protocole de dosage des phénols totaux (Singleton & Rossi, 1965)

Absorbance à 765nm

Incubation 2h a température
ambiante

200µl d’extrait +
1ml de réactif de Folin-Ciocalteu à 10% +
800µl de solution de carbonate de sodium

(7,5%)
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Un volume de 200µl d’extrait est ajouté à un 1000µl de réactif de Folin-Ciocalteu dilué

à 1/10. Par la suite on ajoute 800µl de carbonate de sodium (7.5%) au mélange. Après une

incubation de 2h à température ambiante et à l’obscurité, l’absorbance est mesurée à 765nm.

II-3- Evaluation de l’activité antifongique des composés phénoliques seuls

ou  en association (thymol, eugénol, α-pinène, phénol) 

II-3-1 Test antifongique

Le test antifongique à pour but de rechercher l’activité biologique de chaque extrait sur

les souches fongiques à tester. Les extraits actifs pourraient ainsi justifier l’usage en

médecine traditionnelle des plantes (Ammana, 2007)

La technique utilisée pour mettre en évidence l’activité antifongique des composés

phénoliques et l’effet de leurs associations chimique en utilisant les composés majoritaires

était celle de la microdilution en milieu Bouillon Mueller Hinton (BMH), appelée la méthode

de l’échiquier (Vaubourdolle, 2007). Toutes les étapes effectuées pour cette technique étaient

conformes aux directives du protocole M7A7 de CLSI (Clinical and Laboratory Standards

Institute, 2006), anciennement appelé NCCLS : National Committee for Clinical Laboratory

Standards). Les associations ont été testées sur quatre souches. Il s’agit de A,flavus A.

occharacus, M, rammanianus et B, cinerea.

II-3-1-1-Standardisation des inocula fongiques

A partir des colonies jeunes et bien isolées l’inoculum à tester est préparé et standardisé

Ce dernier doit avoir une charge microbienne standard, exigée par CLSI pour les tests en

milieu liquide (macro et micro dilution), cette solution doit avoir une densité optique (DO) de

0,04 à 630 nm. Les inocula sont comparés à cette solution, ils doivent aussi avoir cet

intervalle de DO, ce qui correspond à une charge de 107 UFC/ml. Cette solution est ramenée

à 107 UFC/ml après dilution dans de l’eau physiologique.

II-3-1-2-Préparation des dilutions

En raison de la non miscibilité des composés phénoliques dans l’eau (et donc dans le

milieu de culture et la solution fongique), ces dernier ont été émulsionnées dans de l’agar à

0,2% (Remmal et al., 1993, b).
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100 µl de chaque CP est mélangée avec 900 µl d’agar à 0,2% : c’est une solution

« solution mère » qui contient 10% de l’CP (dilution de 10-1) à partir de laquelle une série de

dilutions de ½ est préparée avec le même émulsifiant. Annexe VI

II-4- Technique de l’échiquier

La méthode de l’échiquier est décrite par Eliopoulos et al. (2005), les volumes utilisés

ainsi que le temps d’incubation sont ceux exigés par le CLSI (2006) pour la technique de

dilution en milieu liquide (micro dilution).

La figure 8 représente un schéma d’une microplaque de 96 puits qui a été utilisée dans ce

protocole.

Figure N° 8: Schéma d’une microplaque de 96 puits

On procède comme suit :

 Le puits H1 (en rouge, sur la figure 10) contient 100 µl du BMH, 5 µl de l’inoculum fongique,

et 50 µl de l’agar à 0,2% (témoin de croissance).

 À l’exception du puits H1, chaque puits de la ligne H (en abscisses) contient 100 µl du BMH,

5 µl de l’inoculum, et 50 µl d’une dilution de l’agent antifongique X (de la plus concentrée à

la plus diluée), en commençant par une concentration 4 fois la CMFs (la CMFs de chaque

agent antifongique est préalablement déterminée par cette même technique).

 À l’exception du puits H1, chaque puits de la colonne n° 1 (en ordonnées) contient 100 µl du

BMH, 5 µl de l’inoculum, et 50 µl d’une dilution de l’agent antifongique Y (de la plus

concentrée à la plus diluée, en commençant par une concentration 4 fois la CMFs).

 Chaque puits du reste de la microplaque (en violet) contient les mêmes quantités du BMH, de

l’inoculum, et 25 µl de chaque agent antimicrobien (combinaison des différentes dilutions qui

A CMI/16

B CMI/8

C CMI/4

D CMI/2

E CMI

F 2.CMI

G 4.CMI

H 4.CMI 2.CMI CMI CMI/2 CMI/4 CMI/8 CMI/16 CMI/32 CMI/64

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
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correspondent à celle des deux axes ; de telle sorte que chaque puits sera unique en ses

combinaisons de doses).

 Après 17 à 20 h d’incubation à 30°c, les microplaques sont lues. Les puits là où il n’y a pas de

croissance (puits clairs) contiendraient des concentrations inhibitrices. des repiquages ont été

effectués à partir de ces puits sur une gélose nutritive, cette dernière est incubée à 30°c

pendant 24 h. Les concentrations minimales fongicides correspondraient à celles dont les puits

n’ont donné aucune croissance après repiquage, et les concentrations minimales fongistatiques

correspondraient à celle qui présent des croissances après repiquage sur la gélose nutritive.

II-5- Evaluation de l’activité antifongique des échantillons en associations

Quinze (15) différentes combinaisons ont été réalisées :

 Composés phénoliques d’origan / Composés phénoliques de la menthe aquatique

 Composés phénoliques d’origan / Composés phénoliques de la jusquiame

 Composés phénoliques de la menthe aquatique / Composés phénoliques de la

jusquiame

 Composés phénoliques d’origan / thymol

 Composés phénoliques d’origan / Eugénol

 Composés phénoliques d’origan / phénol

 Composés phénoliques d’origan / α- pinène 

 Composés phénoliques de la menthe aquatique / thymol

 Composés phénoliques de la menthe aquatique / Eugénol

 Composés phénoliques de la menthe aquatique / phénol

 Composés phénoliques de la menthe aquatique / α- pinène 

 Composés phénoliques de la jusquiame / thymol

 Composés phénoliques de la jusquiame / Eugénol

 Composés phénoliques de la jusquiame / phénol

 Composés phénoliques de la jusquiame / α- pinène  

La méthode utilisée pour évaluer l’interaction entre les différents échantillon était celle

de l’isobologramme qui a été décrite par Tallarida (2001) un isobologramme est un graphique

qui présente des paires de concentrations ( une combinaison de deux échantillon) qui donnent

la même efficacité qu’un échantillon seul, d’où leurs nom « isoboles » par exemple,

l’efficacité 50% d’un maximum est prise comme effet (l’IC50 dans notre cas) l’annexe VII
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représente un exemple type d’un isobologramme dont la concentration de l’échantillon A seul

donnant l’effet recherché égale à 20 (unité) et celle de B égale à 100 (unité).

La ligne droite qui relie ces deux points doit théoriquement représenter toutes les

combinaisons de concentration des deux échantillons donnant le même effet dans le cas d’une

indifférence.

Cette droite est tracée dans chaque isobologramme, elle est la référence pour détecter

s’il y a une synergie (le point Q) ou un antagonisme (le point R). Le point Z est probablement

un effet indifférent. Plusieurs points (plusieurs combinaisons de dose) plus une analyse

statistique appropriée sont nécessaires pour conclure sur le type d’interaction.

II-5-1 Le protocole

Le protocole est le même que pour les échantillons seuls (décrit par wu et ng, 2008) sauf

que l’échantillon à analyser se compose d’une des combinaisons précédentes Pour confirmer

la conclusion portant sur l’effet des différentes combinaisons tirée à partir des

isobologrammes, des résultats chiffrés sont exprimés en calculant les FIC50 index (FIC50I) :

FIC50I= FIC50 (A) + FIC50 (B)

()�ࡵࡵࡲ =
۷۱(ܚܘ�ܖ܍�ۯé�۰܍܌�܍܋ܖ܍ܛ)

۷۱�(܍ܔܝ܍ܛ�ۯ)
()�ࡵࡵࡲ���࢚ࢋ��� =

۷۱(۰ܚܘ�ܖ܍�éۯ�܍܌�܍܋ܖ܍ܛ)

۷۱�(۰܍ܔܝ܍ܛ�)

L’effet antifongique est apprécie comme suit soit pour les FICS index ou bien pour les

FBCS index (Vaubourdolle M., 2007) :

 La synergie est définie par un FICIndex ≤  0,75. 

 L’addition correspond a un FICIndex =1.

 L’indifférence est définie par un FICIndex compris entre 1et 2.

 L’antagonisme est défini par FICIndex ≥ 2.
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III- Résultats et discussions

III-1-Extraction

La matière végétale, qui est un mélange hétérogène, est soumise au contact avec un

solvant. Notre protocole est basé sur l’utilisation de l’éthanol 96% comme solvant

d’extraction, celui-ci permet d’extraire le maximum de différentes classes de composés

phénoliques (Cowan, 1999).

Les extraits éthanoliques récupérés après évaporation ont été pesés pour déterminer le poids

sec résultant.

D'après les résultats obtenus, le taux des extraits secs des poudres de différentes plantes

peut être dû à la taille des particules, utilisées pour l’extraction. En effet, selon Naczk et

Shahidi (2004) et Levizou et ses collaborateurs (2004), une meilleure extraction est obtenue

avec le plus petit calibre. D’ailleurs, Silva et al., (2007), ont montré que le meilleur

rendement en polyphénols totaux est obtenu lors d’utilisation des particules plus fines ce qui

est probablement due a l’augmentation de la surfaces de contact avec le solvant.

III-2-Dosage des polyphénols totaux

Après l’addition de la solution de carbonate de sodium et du réactif de Folin-Ciocalteu,

une couleur bleue est obtenue, dont l’intensité varie en fonction de la concentration en acide

gallique (le standard) ou de la concentration en composés phénoliques des extraits des plantes

Une couleur bleue est observée après l’ajout du réactif de Folin- Ciocalteu dont

l’intensité varié en fonction de la concentration de l’extrait des plantes. Ce qui confirme la

présence des poly phénols .Le complexe Folin- Ciocalteu- poly phénols est stabilisé par le

mono carbonate de sodium (Ribérau-Gayon, 1968 ; Ribérau-Gayon, 1982).

III-2-1-Expression des résultats

La concentration des poly phénols totaux est déterminée en se référant à une courbe

d’étalonnage obtenue, en utilisant l’acide gallique à 10% comme standard et l’équation de la

droite de régression est comme suit : DO = 0,018 concentration + 0,153 avec (R2= 0,986)

(Annexe III). La densité optique augmente linéairement avec la concentration du complexe

(acide gallique / réactifs). Les résultats sont exprimés en mg EAG/g d’extrait sec.
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III-3-Rendement des extractions :

Le rendement en composés phénoliques extraite à partir d’Hyoscyamus albus est de

8.56%, celui de Mentha aquatica est de 8.43% et celui d’Origanum vulgare est de 6.67%.

Ces différences dans le rendement varié d’une espèce végétale à une autre et en

fonction des solvants. Cette variation peut-être attribuée d’une part aux facteurs extrinsèques

de la plante et d’autre part à l’espèce végétale et/ou à l’organe considérée. En effet, Svoboda

et Hampson (1999) et Smallfield (2001) rapportent que les conditions environnementales, la

période de récolte et l’âge du matériel végétal peuvent influencer sur les rendements

d’extraction. De plus, les espèces végétales n’ont pas toutes le même potentiel; certaines

familles botaniques offrant des rendements plus élevés que d’autres (Valnet, 1980).

III-4-Activité antifongique

III-4-1-Activité antifongique des différents échantillons seuls

Les Activités antifongiques (fongistatiques) des différents échantillons seuls sont

présentés dans le Tableau VI, nous constatons que d’après les résultats obtenus, les valeurs

d’IC50 d’origanum vulgare sont considérés comme ayant la meilleure activité par rapport à

celles obtenues arec l’espèce végétale mentha aquatica et Hyoscyamus albus respectivement

Tableau VI : Activité antifongique des différents échantillons seuls : (fongistatiques)

Les echantillons Les souches fongiques IC50(CMFs) mg /ml
Mentha aquatiqua Aspergillus flavus

Mucor rammanianus

Botrytis cinerea

Aspergillus ochraceus

1.25
1.25
1.25
1.25

Hyocyamus albus Aspergillus flavus

Mucor rammanianus

Botrytiscinerea

Aspergillus ochraceus

2.5
2.5
5
5

Origanum vulgaire Aspergillus flavus

Mucor rammanianus

Botrytis cinerea

Aspergillus ochraceus

0.7
0.7
1.25
1.25
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Concernant les Activités antifongiques (fongistatiques) des différents différentes

composées majoritaires seuls, ils sont présentés dans le Tableau VII, nous constatons aussi

que les concentrations de thymol ont donné des valeurs de IC50 intéressantes avec une

meilleure activité fongistatique par rapport au autres composés majoritaires (α-pinène, 

eugénol et le phénol respectivement).

Tableau VII : Activité antifongique des différents composés majoritaires

seuls (fongistatiques)

Cependant, outre les composés phénol, eugénol, thymol et α-Pinène, Hitokotoet al.,

(1980) ont démontré que le linalool qui est un composant majeurde l’huile essentielle de

coriandre, a un pouvoir puissant sur Aspergillus flavus, A. ochraceus etA. vercicolor. Deplus,

en étudiant l’effet de cinq constituants purs des huiles essentielles (cineole, citral, geraniol,

linalool et menthol), Pattnaiket al., (1997) ont prouvé que le linaloolest le constituent le plus

actif en inhibant la croissance de dix-sept souches de fongiques parmi les dix-huit testées. Ces

mêmes auteurs ont indiqué aussi que le linalool est doté d'un pouvoirfongistatique vis-à-vis

des champignons étudiés.

Les echantillons Les souches fongiques IC50(CMFs) mg /ml
Phénol Aspergillus flavus

Mucor rammanianus

Botrytis cinerea

Aspergillus ochraceus

-
36.37
36.37
72.75

Eugénol Aspergillus flavus

Mucorrammanianus

Botrytiscinerea

Aspergillus ochraceus

12.75
6.37

-
-

Thymol Aspergillus flavus

Mucor rammanianus

Botrytis cinerea

Aspergillus ocrhaceus

-
-

0.001
0.001

α-Pinène Aspergillus flavus

Mucor rammanianus

Botrytis cinerea

Aspergillus ochraceus

4.5
4.5
2.25
2.25
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Par ailleurs, le profil de l’isobologramme sera différent selon que l’effet est synergique

ou antagoniste. Si le FIC est inférieur à 0,75, l’association est synergique, elle est additive s’il

est équivalent à 1, indifférente s’il est compris entre 1 et 2 et antagoniste s’il est supérieur à 2.

Les figures (9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 et 22) représentent les

isobologrammes des différentes combinaisons :

1. Composés phénoliques Hyoscyamus / Composés phénoliques de mentha

D’après la figure 9, nous remarquons que les points obtenus sont tous au-dessous de la

droite pour l’association des extraits de mentha/hyoscyamus testée sur les quatre souches

fongiques utilisées dans cette présente étude, on en déduit donc que c’est un effet synergique.

Figures N°9: Isobologramme des extrait de Mentha combinés avec les extraits de

Hyoscyamus testés avec (effet fongistatique) sur :

A : Aspergillus ochraceus et B : Botrytis cinerea, C : Mucor rammanianus et D : A. flavus
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2. Composés phénoliques de Mentha / Composés phénoliques d’Origanum

D’après la figure 10, nous remarquons que les points obtenus sont tous au-dessous de

la droite pour l’association des extraits de mentha/origan testée sur les deux souches

fongiques utilisées dans cette présente étude, on en déduit donc que c’est un effet synergique.

Figures N°10: Isobologramme des extrait de Mentha combinés avec les extraits d’Origanum

testés avec (effet fongistatique) sur : B : Botrytis cinerea, et D : A. flavus

3. Composés phénoliques d’Hyoscyamus / Composés phénoliques d’Origanum
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Figures N°11 : Isobologramme des extrait de Menthacombinés avec les extraits de

Hyoscyamus testés avec (effet fongistatique) sur :

A : A. Ochraceus et B : Botrytis cinerea, et C : Mucor rammanianus

Les deux points sont au-dessous de la droite, donc il s’agit d’un effet synergique pour les trois

souches (Botrytis,Aspocch et Mucor).

4. Composés phénoliques Mentha / Phénol

Figures N°12 : Isobologramme des extraist de Mentha combinés avec le phénol testés avec

(effet fongistatique) sur : A : Aspergillus. Ochraceus

Les deux points sont au-dessous de la droite donc il s’agit d’un effet synergique
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5. Composés phénoliques Mentha / Eugénol

Figures N°13: Isobologramme des extrait de Mentha combinés avec l’eugénol testés avec

(effet fongistatique) sur : D:Aspergillus flavus et C : Mucor rammanianus

Pour la figure 13 les deux points sont au-dessous de la droite, donc c’est un effet synergique.

6. Les composés phénoliques de Mentha/ α-pinène

Figures N°14 : Isobologramme des extrait de Mentha combinés avec l’a-pinène testés sur :

A: Aspergillus ochraceus et B : Botrytis cinerea

Pour les figures 14 les deux points sont au-dessous de la droite, c’est effet synergique.
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Les composés phénoliques d’Hyoscyamus combiné avec les composés majoritaires d’HE

(effet fongistatique)

7. Composés phénoliques d’Hyoscyamus / α-pinène 

Figures N°15: Isobologrammes des extraits d’hyoscyamus combiné avec l’α-pinène testé avec 

(effet fongistatique) sur A : Aspergillus ochraceus et B : Botrytis cinerea et D : Aspergillus

flavus

Pour la figure 15 les deux points sont au-dessous de la droite, donc c’est effet synergique.
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8. Composés phénoliques d’Hyoscyamus / eugénol

Figure N°16 : Isobologramme des extraits d’Hyoscyamus combiné avec l’eugénol testé avec

(effet fongistatique) sur C : Mucor rammanianus

Pour la figure 16 les deux points sont au-dessous de la droite, c’est effet synergique.

9. Composés phénoliques d’Hyoscyamus/ le phénol

Figures N°17: Isobologrammes des extraits d’ Hyoscyamus combiné avec le phénol testé

avec (effet fongistatique) sur : A : Aspergillus ochraceus et B : Botrytis cinerea et C : Mucor

rammanianus
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La figure 17 les deux points sont au-dessous de la droite, c’estun effet synergique

10. Composés phénoliques d’Origan / phénol

Figure N°18: Isobologramme des extraits d’Origanum combiné avec le phénol testé avec

(effet fongistatique) sur : B : Botrytis cineria

Les deux points sont au-dessous de la droite, c’est un effet synergique.

Figure N°19 : Isobologramme des extraits d’Origanum combiné avec α-pinène testé avec 

(effet fongistatique) sur : A : Aspergillus ochraceus et B : Botrytis cinerea

Pour les deux figures les deux points sont au-dessous de la droite donc ils’agit d’un effet

synergique.
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Combinaison des composés phénoliques avec les composés majoritairesd’HE effet

fongicide

11. Composés phénoliques de Mentha / phénol

Figure N°20: Isobologrammes des extraits de mentha combiné avec le phénol testé avec

(effet fongicide) sur : B : Botrytis cinerea et C : Mucor rammannianus

Pour les deux figures les deux points sont au-dessous de la droite, donc il s’agit d’une

synergie.

12. Composés phénoliques de Mentha/ phénol

Figure N°21: Isobologramme des extraits de Mentha combiné avec le phénol testé avec (effet

fongicide) sur : D : Aspergilusflavus
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Pour cette figure l’une des deux points est à droite et autre à gauche dont ils sont très loin,

c’est un effet d’addition.

13. Composés phénoliques d’Origanum / eugénol

Figure N°22 : Isobologramme des extraits d’Origanum combiné avec l’eugénol testé avec

(effet fongicide) sur : C : Mucorrammanianus

Les deux points sont au-dessous de la droite, il s’agit d’un effet synergique.
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III-5-2 Activité antifongique des composées phénoliques en association avec les composés

majoritaires :

TableauVII1 : Association de Mentha aquatiqua avec les composées majoritaires

(fongistatiques)

(-) = pas d’activité

Les combinaisons Les combinaisons IC50 IC50 FIC50 FIC50 Effet
Mentha Aspergillus flavus

Mucor rammanianus

Botrytis cinerea

Aspergillus ochraceus

/
2
2
0.03

/
0.5
0.25
0.125

/
2.5
2.25
0.155

/
4.9
4.9
0.25

-
antagoniste
antagoniste
synergique

Phénol

Mentha Aspergillus flavus

Mucor rammanianus

Botrytis cinerea

Aspergillus ochraceus

0.03
0.03
/
/

0.06
0.125
/
/

0.09
0.155
/
/

0.018
0.3
/
/

Synergique
Synergique

-
-

Eugénol

Mentha Aspergillus flavus

Mucor rammanianus

Botrytis cinerea

Aspergillus ochraceus

/
/
0.5
0.5

/
/
0.78
0.78

/
/
1.28
1.28

/
/
2.4
4.6

-
-

indifférent
indifférent

Thymol

Mentha Aspergillus flavus

Mucor rammanianus

Botytis cinerea

Aspergillus ochraceus

1
2
0.5
0.03

0.125
0.125
0.25
0.25

1.125
2.125
0.75
0.28

2.25
4.2
1.25
0.4

Indifférent
antagoniste
Synergique
Synergique

α-pinène 
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TableauIX : Association d’origanum vulgaire avec les composées majoritaires (FICs)

(-) = pas d’activité

Les

combinaisons

Les combinaisons IC50 IC50 FIC50c FIC50 Effet

Origanum

vulgaire

Aspergillus flavus

Mucorrammanianus

Botrytiscinerea

Aspergillusochraceus

/

/

0.015

1

/

/

/

0.25

0.125

/

/

/

0.26

1.125

/

/

/

0.4

2.2

/

-

-

Synergique

Indifférent

Phenol

Origanum

vulgaire

Aspergillus flavus

Mucor rammanianus

Botrytiscinerea

Aspergillus ochraceus

0.5

0.5

/

/

0.5

1

/

/

1

1.5

/

/

2

3

/

/

L’addition

indifférent

-

-

Eugenol

Origanum

vulgaire

Aspergillus flavus

Mucor rammanianus

Botrytis cinerea

Aspergillus ochraceus

/

/

0.5

0.5

/

/

1.56

0.7

/

/

2

1.2

/

/

4

2

-

-

indifférent

indifférent

Thymol

Origanum

vulgaire

Aspergillus flavus

Mucor rammanianus

Botrytis cinerea

Aspergillus ochraceus

32.05

16.02

0.5

0.5

0.125

0.125

0.25

0.25

32.125

16.145

0.75

0.75

64

31

0.80

1

Indifférent

antagoniste

Synergique

Synergique

α-pinène 
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Tableau X : Association de Hyoscyamus albus avec les composée majoritaire

(fongistatiques)

(-) = pas d’activité

Les combinaisons Les combinaisons IC50 FIC50 FIC50c Effet

Hyoscyamus albus Aspergillus flavus

Mucor rammanianus

Botrytis cinerea

Aspergillus ochraceus

/

0.25

0.5

0.5

/

0.25

0.25

0.125

/

0.5

0.75

0.625

-

Synergique

Synergique

Synergique

Phénol

Hyoscyamus albus Aspergillus flavus

Mucor rammanianus

Botrytis cinerea

Aspergillus ochraceus

0.015

0.2

/

/

0.4

0.125

/

/

0.415

0.32

/

/

Synergique

Synergique

-

-

Eugenol

Hyoscyamus albus Aspergillus flavus

Mucor rammanianus

Botritys cinerea

Aspergillus ochraceus

/

/

0.003

0.03

/

/

0.7

0.7

/

/

0.78

0.81

-

-

indifférent

indifférent

Thymol

Hyoscyamus albus Aspergillus flavus

Mucor rammanianus

Botrytis cinerea

Aspergillus ochraceus

0.5

1

0.003

0.1

0.125

0.125

0.03

0.25

0.625

1.125

0.06

0.35

Synergique

indifférent

Synergique

Synergique

α-pinène 
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Tableau XI: Activité antifongique des composées phénoliques seuls (effet fongistatiques)

Activité antifongique des composées phénoliques en association avec les composées

majoritaires :

Tableau XII : Activité antifongique des différents échantillons seuls : (effet fongicide)

Les échantillons Les souches fongiques IC50(CMFc) mg/ml
Mentha aquatiqua Aspergillus flavus

Mucor rammanianus

Botritys cinerea

Aspergillus ochraceus

5
1.25
0.62

-

Hyocyamus albus Aspergillus flavus

Mucor rammanianus

Botrytis cinerea

Aspergillus ochraceus

10
-

0.04
-

Origanum vulgaire Aspergillus flavus

Mucor rammanianus

Botrityscinerea

Aspergillus occharacus

0.62
5
-
-

Les combinaisons Les combinaisons IC50 IC50 FIC50 Effet

Hyocyamus albus Aspergillus flavus

Mucor rammanianus

Botrytis cinerea

Aspergillus ochraceus

0.007

0.03

0.04

0.007

0.06

0.07

0.06

0.062

0.13

0.037

0.01

0.07

Synergie

Synergie

Synergie

Synergie

Mentha aquatica

Hyocyamus albus Aspergillus flavus

Mucor rammanianus

Botritys cinerea

Aspergillus ochraceus

0.015

0.015

0.007

0.007

1

0.5

0.0625

0.0625

1.015

0.515

0.132

0.132

L’antagonisme

Synergie

Synergie

Synergie

Origanum

vulgaire

Origanum

vulgaire

Aspergillus flavus

Mucor rammanianus

Botrytis cinerea

Aspergillus ochraceus

0.250

8.01

0.031

2

0.0625

0.0625

0.0625

0.06

0.312

8.072

0.093

2.062

Synergie

L’antagonisme

Synergie

L’antagonisme

Mentha aquatica
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(-) = pas d’activité

Tableau XIII: Association de Mentha aquatiqua avec les composées (effet fongicide)

Les
combinaisons

Les combinaisons IC50 IC50 FIC50 FIC50 Effet

Mentha Aspergillus flavus

Mucor rammanianus

Botrytis cinerea

Aspergillus ochraceus

0.25
0.125
0.03
/

1.25
0.07
0.25
/

1.5
0.2
0.28
/

2.99
0.35
0.57
/

L’addition
Synergie
Synergie

-
Phenol

Mentha Aspergillus flavus

Mucor rammanianus

Botrytis cinerea

Aspergillusochraceus

/ / / -Eugenol

Mentha Aspergillus flavus

Mucor rammanianus

Botrytis cinerea

Aspergillus ochraceus

/ / / -

Thymol

Mentha Aspergillus flavus

Mucor rammanianus

Botritys cinerea

Aspergillus ochraceus

/ / / -

α-pénène 

(-) = pas d’activité
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Tableau XIV : Association d’Origanum vulgaire avec les composées

majoritaires (fongicides)

Les

combinaisons

Les combinaisons IC50 IC50 FIC50 FIC50 Effet

Origanum

vulgaire

Aspergillus flavus

Mucor rammanianus

Botrytiscinerea

Aspergillus ochraceus

1.008

5

/

/

0.31

10

/

/

1.31

15

/

/

2.62

30

/

/

L’indifférence

L’antagonisme

L’indifférence

-

Phenol

Origanum

vulgaire

Aspergillus flavus

Mucor rammanianus

Botrytis cinerea

Aspergillusochraceus

1.008

0.06

/

0.5

0.125

/

1.5

0.187

/

3

0.5

/

L’indifférence

Synergie

-

-

Eugenol

Origanum

vulgaire

Aspergillus flavus

Mucor rammanianus

Botrytiscinerea

Aspergillus ochraceus

/

/

/

/

/

/

/

/

/

/

/

/

/

/

/

/

-

-

-

-

Thymol

Origanum

vulgaire

Aspergillus flavus

Mucor rammanianus

Botrytiscinerea

Aspergillus ochraceus

/

/

/

/

/

/

/

/

/

/

/

/

-

-

-

-

α-pénène 

(-) = pas d’activité
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Tableau XV : Association d’Hyoscyamus albus avec les composées majoritaires

(Effet Fongicides)

Les

combinaisons

Les combinaisons IC50 IC50 FIC50 FIC50 Effet

Hyoscyamus

albus

Aspergillus flavus

Mucor rammanianus

Botrytis cinerea

Aspergillus ochraceus

0.001

/

0.48

/

1.25

/

1

/

1.251

/

1.48

/

2.5

/

2.8

/

L’indifférence

-

L’indifférence

-

Phenol

Hyoscyamus

albus

Aspergillus flavus

Mucor rammanianus

Botrytis cinerea

Aspergillus ochraceus

0.001

/

0.48

/

1

/

0.125

/

1.001

/

0.6

/

2

/

0.12

/

L’indifférence

-

Synergie

-

Eugenol

Hyoscyamus

albus

Aspergillus flavus

Mucor rammanianus

Botrytis cinerea

Aspergillus ochraceus

/

/

0.48

/

/

/

1.04

/

/

/

1.52

/

/

/

2.99

/

-

-

L’indiffence

-

Thymol

Hyoscyamus

albus

Aspergillus flavus

Mucor rammanianus

Botytis cinerea

Aspergillus ochraceus

/

/

/

/

/

/

/

/

/

/

/

/

/

/

/

/

-

-

-

-

α-pinène 
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Tableau XVI : Activité antifongique des différents composés majoritaires seuls : (effet

fongicide)

Les échantillons Les souches fongiques IC50(cmfc) mg/ml

Phénol

Aspergillus flavus

Mucor rammanianus

Botrytis cinerea

Aspergillus ochraceus

116.6

116.6

72.75

72.75

Eugénol Aspergillus flavus

Mucor rammanianus

Botrytis cinerea

Aspergillus ochraceus

1.59

6.37

51

25.5

Thymol Aspergillus flavus

Mucor rammanianus

Botrytis cinerea

Aspergillus ochraceus

-

-

0.006

-

Α-Pinène Aspergillus flavus

Mucor rammanianus

Botrytis cinerea

Aspergillus ochraceus

-

-

116.6

-

(-) = pas d’activité

Face aux problèmes de la résistance aux antifongiques et aux antibiotiques synthétiques,

Beaucoup de travaux ont été menés sur le pouvoir antifongique des produits naturels tels que

les extraits de certaines plantes. Lors de cette étude, le pouvoir antifongique des composés

phénoliques de trois espèces végétales (M. aquatica, O. vulgare et H. albus) seuls et en

association avec les composés majoritaires (phénol, eugénol, thymol et α-pinène) ont été 

étudié vis-à-vis de quatre souches fongiques (Asp ochraceus, Asp flavus, mucor et botrytis).

Ce pouvoir a été évalué avec la détermination de la CMFs (tableau VII et VIII) et la CMFc

(Tableau XIII et XIV).

Les résultats obtenus ont montré que la plupart des associations étudiées ont donné des

effets synergiques sur les souches testées mais aussi des effets antagonistes, indifférents et
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un effet d’addition à été observé avec l’association : Mentha aquatica avec le phénol testé

sur Aspergillus flavus.

Cette variabilité des résultats de l’activité biologique des extraits végétaux peut

dépendre du contenu en composés poly phénoliques. Comme montré par plusieurs auteurs

(Mahmoud et coll., 2011) ainsi plusieurs études ont mis en évidence les activités

antimicrobiennes des extraits de plantes provenant de divers organes comme les feuilles, les

graines et les fleurs (Karou et coll., 2005, Falleh et coll., 2008). Il a été indiqué que les

activités antimicrobiennes des extraits de plantes dépendent de la nature et de la structure des

composés phénolique. (Zongo et coll. 2011)

Ceci est interprété par le fait que les plantes produisent une grande variété de petites

molécules antibiotiques ayant un large spectre de structures telles que les térpénoïdes, les

glycostéroïdes, les flavonoïdes et les polyphénols (Seidel, 2005).Et que La littérature a montré

aussi qu’une variation de la composition chimique est en fonction de l'origine géographique

des espèces (Kovacevicet al., 2001; Boulilaet al., 2008 ; Bakkaliet al., 2008)

En effet, (Lhoste et al.1993), (Pamo et al. 2003) et (Ling et al.2003) ont rapporté que

les extraits végétaux d’un certain nombre de plantes contiennent des composés tels que les

tanins, les flavonoïdes et les alcaloïdes qui sont dotés de propriétés fongicides, ainsi que

l’efficacité des composés phénoliques dépend de leurs hétérogéniécité structurale (Bruneton,

2009). Les différentes concentrations d’extraits ont influencé de façon significative la

croissance radicale du champignon, les concentrations élevées étant plus inhibitrices. Des

résultats semblables sur l’activité antifongique de certains de ces extraits avaient été rapportés

par (Djeugapet al. 2011)

L’association des composés phénoliques des trois plantes seuls a donné seulement une

activité fongistatique (effet inhibitrice). Et des activités fongicides et fongistatiques en

association avec les composés majoritaire.

Les composés majoritaires de l’HE d’origan, sont le carvacrol et le thymol ; néanmoins

la concentration des composés actifs et l’activité antifongique dépendent de la variété de la

plante, l’origine, la période de récolte, ainsi que la méthode d’extraction et les conditions de

conservation (Erturk et al., 2006 ; Hamza et al., 2006). Par exemple la variété d’origan (O.

vulgare), récolté au nord de la grèce est riche en thymol (30.3% à42.8%) et contient de faible

teneurs en carvacrol (1.7% à 2.5%), alors que dans la rigion sud, est riche en carvacrol (57.4%

à 69.6%) mais avec des teneurs de 0.2% à 4.1% en thymol (Erturk et al., 2006).
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L’activité fongistatique des composés aromatiques semble être liée à la présence de

certaines fonctions chimiques (Voukoumet al, 1988). Les auteurs concluent que les phénols

(eugénol, chavicol 4-allyl-2-6- diméthoxyphénol) sont plus antifongiques.

Selon Chami, 2004 Les phénols possèdent une action anti-infectieuse puissante à large

spectre d’action avec en particulier une activité antibactérienne, antifongique, antivirale, et

antiparasitaire. Ainsi Il y a de nombreux composés phénoliques dans les huiles essentielles.

Les principaux sont le thymol, le carvacrol et l’eugénol. Dont Le carvacrol et l’eugénol

pourraient être considérés comme de puissants agents antifongiques.

Les mécanismes d’action des composés naturels sont expliqués de différente manière

selon les auteurs. Selon Chabot et al, (1992), l’activité antimicrobienne est liée à la polarité

des substances bioactives. Les composés les moins polaires comme les flavonoides n’ayant

pas de groupement hydroxyle OH sur leur cycle B sont plus actifs vis-à-vis des agents

microbiens que ceux portant le groupement hydroxyle.

Moreria et al. 2005 montrent que la double couche phospholipidique des cellules

membranaires, sont sensibles aux composés phénoliques des huiles essentielles. Ces derniers

augmentent la perméabilité et la fuite des constituants intracellulaires, ou la détérioration des

systèmes enzymatiques des bactéries. Il a été suggéré donc que les dérivés phénoliques

peuvent avoir une activité destructrice des membranes (Ipek et al, 2005).

Botrytis cinerea, un autre champignon responsable de la pourriture des pommes, ainsi

que d’autres espèces fongiques (Aspergillus flavus, Aspergillus niger, Fusariumculmorum,

Fusariumoxysporumet Trichodermasp.) sont tous sensibles à l’activité antifongique de l'huile

essentielle de la menthe pouliot. (Hajlaoui h., et al, 2009, Chebli et al., 2003)

Ainsi que selon Bouchra et al, 2004 Botrytis cinerea, est très sensible aux carvacrol et

thymol, avec une IC50de 18.6 ppm et 18.9 ppm respectivement.
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Conclusion et perspectives :

Les plantes médicinales sont considérées depuis des siècles comme une source majeure

des produits utilisés en thérapeutique. Parmi ces produits, on trouve les polyphénols qui

suscitent actuellement beaucoup d’intérêts en raison du bénéfice qu’ils pourraient apporter en

termes de prévention des maladies.

L’apparition des souches fongiques résistantes aux traitements chimiques à base de

fongicides synthétiques pousse à la recherche d’alternatives plus efficaces et plus sures. Dans

ce cadre, notre travail a été consacré à l’étude de l’activité antifongique de 3 extraits

provenant de 3 PAM sur différentes espèces fongiques du genre Aspergillus, Mucor et

Botrytis les plus incriminées en pathologie humaine.

L’activité antifongique in vitro des composés phénolique a fait l’objet de nombreuses

études utilisant différentes CP et différentes familles de champignons. Les quelques travaux

cités dans la littérature se sont consacrés à la mise en évidence in vivo de l’activité des CP

entières.

Dans cette étude nous nous sommes intéressés à l’évaluation de l’activité antifongique

de plusieurs associations de composés naturels et synthétiques.

Les composées phénoliques des trois plantes étudies : à savoir (Mentha aquatica,

Origanum vulgare et Hyoscyamus albus) ont montré des résultats surtout pour l’activité

fongistatiques sur les souches testés, avec des CMFs très basses. A-flavus et M-rammanianus

ont été les plus sensibles à l’égard des CPs de l’origan. Le mécanisme d’action des CPs sur les

souches fongiques est considéré un critère de cette étude (à cause de la complexité de leur

composition et les effets simultanés sur plusieurs cibles dans la cellule fongiques).

La plupart des associations étudiées ont donné des effets synergiques sur les souches

testées mais aussi deseffets antagonistes, indifférents et un seul effet d’addition été observé

avec l’association : Mentha aquatica avec le phénol testé sur Aspergillus flavus.

En général l’effet recherché au cours d’une association est la synergie, Dans notre cas

des effets synergiques ont été obtenu soit dans l’association des extraits phénoliques seuls soit

en association avec les composées majoritaires.Ce qui confirme la richesse de nos extraits en

composées phénoliques et l’effet actif des composées majoritaires sur les souches testés.
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Ces résultats sont très encourageants et indiquent que ces plantes devraient être étudiées

plus largement afin d’explorer leur potentiel dans le traitement des maladies infectieuses ainsi

que dans la conservation des aliments.

Pour une meilleure utilisation de ces composés phénoliques, il serait intéressant de :

 déterminer les fractions les plus actives et éventuellement de caractériser les molécules

responsables de ces activités

 rechercher les mécanismes d’action de ces composés phénoliques sur les microorganismes.

 Déterminer les molécules responsables des activités biologiques, et d'approfondir l’étude

phytochimique en utilisant des techniques plus performantes pour la détermination de la

structure chimique de ces composés après leur purification

 Pour une étude beaucoup plus approfondie, on pourra envisager d’autres investigations

telles que l’application de ces CP comme agents de phytomédication et de conservation

des aliments.

 Etude de faisabilité de la commercialisation des produits antifongiques à base

desComposés phénoliques, Cette étude nécessite un suivi in vivo de l’effet antifongique à

grand échelle

 Elargir l’étude du spectre de l’activité biologique des deux plantes (contre

d’autreschampignons, contre les insectes, contre les bactéries …)
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Annexe I : la composition des milieux de culture utilisés

Gélose nutritive Bouillon nutritif
La gélose nutritive (GN) utilisée (Institut

Pasteur d’Algérie) est constituée de :

 Extrait de viande : …………….3 g/l

 Tryptone de viande : ………….5 g/l

 Chlorure de sodium : ………....5 g/l

 Agar : ……20 g/l

LeBN utilisé (Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Espagne) est constitué de :

 Peptone :…………………….15 g/l

 Extrait de levure : …………….3 g/l

 Chlorure de sodium : ........……6 g/l

D (+)-Glucose : 1 g/l

Mueller-Hinton (g/litre d’eau distillée) Eau physiologique
Le BMH utilisé (Scharlab SL, Barcelone,

Espagne) est constitué de :

 Peptone :..17,5 g/l

 Amidon :…1,5 g/l

 Matière solide de l'infusion de

viande :..2,0 g/l

Eau distillée………………….…….. .1L

Chlorure de sodium……………….. 9g

Annexe II : Rendement d’extraction pour les partie aerienne des trois espèces Hyoscyamus

albus, Mentha aquatica et Origanum vulgare.

Taux d’extraction (%)

Ethanol 96%

Hyoscyamus albus 8.56%

Mentha aquatica 8.43%

Origanum vulgare 6.67%
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Annexe II: Matériels et réactifs utilisés

1- Appareils utilisés 2-Réactifs utilisés

 Balance analytique (Ohaus).

 Broyeur mécanique (moulin à café)

 Erlen meyer en verre 100,250, 500, 1000mL.

 Etuve (BINDER).

 Micropipettes de 100, 200, 500, 1000 µL.

 Pipettes en verre de 1, 2, 5,10mL.

 Réfrigérateur (Condor).

 Spectrophotomètre UV– Visible en utilisant

une cuve en verre de 1cm d’épaisseur

 Tamiseur (RETCS AS 2000).

 Tubes à essai en verre de 25mL.

 Vortex Genie 2.

 Méthanol (PROLABO).

 Monocarbonate de sodium(NaCO3)

Réactif du Folin- Ciocalteu 1N.

 Standards polyphénols (Sigma) :

acide gallique.

 Ethanol 96%

Annexe III: Courbe d’étalonnage de l’acide gallique pour le dosage des polyphénols totaux.

y = 0,018x - 0,153
R² = 0,986
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Annexe IV : Résultats du dosage des polyphénols totaux des extraits de Mentha aquatica,

Origanum vulgare et Hyoscyamus albus.

Absorbance a 756nm

abs Abs-blanc Poids de

chaque

extrait

Quantité en

polyphénols dans

chaque extraits mg

EAG/ g d’extraits

Moyenne

± l’ecart

type

Hyoscyamus

albus

0.300

0.324

0.300

0.224

0.248

0.224

2.57 g 1.995

2.121

1.995

2.0370 ±

0.073

Mentha

aquatica

0.811

0.829

0.717

0.735

0.753

0.641

2.53 g 9.396

9.586

8.402

9.128 ±

0.636

Origanum

vulgare

0.626

0.524

0.744

0.550

0.448

0.668

2 g 14.876

12.716

17.375

14.989 ±

2.332

Blanc 0.084

0.068

∑ = .ૠ

NB : Absorbance de l’acide Gallique est de : 0.250

Annexe V : les isobologrammes des différentes associations

 Composés phénoliques de Mentha / composés phénolique d’Origanum

Figure N°23 : Isobologramme des extraits de Mentha combiné avec l’origan testé avec (effet

fongistatique) sur : Aspergillus ochraceus
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L’un des deux points touche la droite d’où la nécessite des résultats de l’étude statistique pour

trancher entre une indifférence et un antagonisme, selon le test conformité il s’agit d’un effet

antagoniste.

Figure N°24 : Isobologramme des extraits de Mentha combiné avec les extraits d’Origanum

testé avec (effet fongistatique) sur : Mucor rammanianus

Les deux points sont loin et au-dessus de la droite il s’agit d’un effet antagoniste

Figure N°25: Isobologramme des extraits d’Origanum combiné avec les extraits

d’Hyoscyamus testé avec (effet fongistatique) sur : Aspergillus flavus

Les deux point sont en haut de la droite, mais ils sont proches, c’est effet antagoniste.

Figure N°26 : Isobologramme des extraits de Mentha combiné avec le phénol testé avec

(effet fongistatique) sur : Botrytis cinerea
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Les deux points sont au-dessus de la droite, donc il s’agit d’un effet antagoniste.

Figure N°27 : Isobologramme des extraits de Mentha combiné avec le phénol testé avec

(effet fongistatique) sur : Mucor rammanianus

Pour cette figure ; un point sur la droite et l’autre sur la gauche dont ils sont proche, il s’agit

d’un effet antagoniste.

 Composés phénolique de Mentha / thymol

Figure N°28 : Isobologramme des extraits de Mentha combiné avec le thymol testé avec

(effet fongistatique) sur : Aspergillus ochraceus

Figure N°29 : Isobologramme des extraits de Mentha combiné avec le thymol testé avec

(effet fongistatique) sur : Botrytis cinerea
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Pour les figures les deux points sont au haut de la droite, mais ils sont loin, c’est effet

indifférent

Figure N°30 : Isobologramme des extraits de Mentha combiné avec l’α-pinène testé avec 

(effet fongistatique) sur : Mucor rammanianus

Pour cette figure un point sur la droite et l’autre sur la gauche dont ils sont loin, c’est effet

indifférent.

Figure N°31 : Isobologramme des extraits de mentha combiné avec l’α-pinène testé avec 

(effet fongistatique) sur : Aspergillus flavus

Les deux points sont au-dessus de la droite, c’est effet indifférent.

Figure N°32 : Isobologramme des extraits d’ hyoscyamus combiné avec l’α-pinène testé avec 

(effet fongistatique) sur : Mucor rammanianus
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Un point est sur la gauche et l’autre est sur la droite, dont ils sont très loin, c’est effet

indifférent.

 Composés phénoliques d’Hyoscyamus /thymol

Figure N°33: Isobologramme des extraits d’ hyoscyamus combiné avec le thymol testé sur :

avec (effet fongistatique) Aspergillus ochraceus

Figure N°34: Isobologramme des extraits d’Hyoscyamus combiné avec le thymol testé avec

(effet fongistatique) sur : Botrytis cinerea

Pour les figures les deux points sont au-dessus de la droite, c’est un effet indifférent.
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Figure N°35 : Isobologramme des extraits de l’Origanum combiné avec le phénol testé (effet

fongistatique) sur : avec Aspergillus ochraceus

Figure N°36 : Isobologramme des extraits de l’Origanum combiné avec l’eugénol testé avec

(effet fongistatique) sur : Aspergillus flavus

Figure N°37: Isobologramme des extraits de l’Origanum combiné avec l’eugénol testé avec

(effet fongistatique) sur : Mucor rammanianus

Pour les trois figures, l’une des points est à gauche et l’autre à droite, mais très loin, c’est un

effet indifférent.
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Figure N°38 : Isobologramme des extraits de l’Origanum combiné avec thymol testé avec

(effet fongistatique) sur : Botrytis cinerea

Figure N°39 : Isobologramme des extraits de l’Origanum combiné avec thymol testé avec

(effet fongistatique) sur : Aspergillus ochraceus

Pour les deux figures les deux points sont au-dessus de la droite, c’est effet indifférent.

Figure N°40 : Isobologramme des extraits de l’Origanum combiné avec α-pinène testé avec 

(effet fongistatique) sur : Aspergillus flavus
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Pour cette figure les deux points sont au-dessus de la droite dont ils sont très loin, il s’agit

d’une indifférence.

Figure N°41 : Isobologramme des extraits de l’Origanum combiné avec α-pinène testé avec 

(effet fongistatique) sur : Mucor rammanianus

Pour cette figure les deux points sont au-dessus de la droite,dont ils sont très proche il s’agit

d’un effet antagoniste.

Figure N°42: Isobologramme des extraits de l’Origanum combiné avec l’eugénol testé avec

(effet fongicide) sur : Aspegillus flavus
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 Composés phénoliques d’Origanum / phénol

Figure N°43 : Isobologramme des extraits de l’Origanum combiné avec le phénol testé avec

(effet fongistatique) sur : Mucor rammanianus

Les deux points sont au-dessus de la droite mais elles sont très proches il s’agit d’un effet

antagoniste.

Figure N°44 : Isobologramme des extraits d’Origanum combiné avec le phénol testé avec

(effet fongicide) sur : Aspergillus flavus

Les deux points sont au-dessus de la droite dont elles sont très loin il s’agit d’une indifférence.
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 Composés phénoliques d’Hyoscyamus / thymol

Figure N°45 : Isobologramme des extraits d’Hyoscyamus combiné avec le thymol testé avec

(effet fongicide) sur : Botrytis cinerea

Les deux points sont au-dessus de la droite, dont elles sont très loin il s’agit d’un effet

indifférent.

Figure N°46 : Isobologramme des extraits d’Hyoscyamus combiné avec l’eugénol testé avec

(effet fongicide) sur : Botrytis cinerea

Un point sur la droite et un autre sur la gauche dont elles sont très loin, c’est un effet

indifférent.
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Figure N°47 : Isobologramme des extraits d’Hyoscyamus combiné avec l’eugénol testé avec

(effet fongicide) sur : Aspergillus flavus

Pour cette figure un point sur la droite et un autre sur la gauche dont ils sont loin il s’agit

d’une indifférence.

Figure N°48 : Isobologramme des extraits d’Hyoscyamus combiné avec le phénol testé avec

(effet fongicide) sur : Botrytis cinerea

Les deux points sont au-dessus de la droite dont ils sont très loin, il s’agit d’un effet

indifférent.

Figure N°49 : Isobologramme des extraits d’Hyoscyamus combiné avec le phénol testé avec

(effet fongistatique) sur : Aspergillus flavus
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Pour cette figure un point sur la droite et un point sur la gauche dont ils sont très loin, c’est un

effet indifférent.

Annexe VI : préparation des dilutions

Les dilutions

500µl 500µl 500µl 500µl 500µl 500µl

.….

S.M 500µl agar (1/2) 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64

Annexe VII : illustration d’un isobologramme typique (Tallarida, 2001)
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Résume
Evaluation in vitro de l'activité antifongique des composés phénoliques de quelque plante en

association.

Résumé

Notre travail porte sur l’étude de l’activité antifongique des composés phénoliques des

plantes Menthaaquatica, Origanumvulgare et Hyoscyamusalbus.L en association avec les composés

majoritaire (thymol, phénol, eugénol, α-pinène) sur les souches de Mucor rammanianus, Aspergillus

flavus, Aspergillus ochraceus et Botrytis cinerea.L'extraction des polyphénols (PP) de la partie

arienne des plantes étudie,a été réalisée par l’extraction solide/liquide en utilisant l’éthanol comme

solvant d’extraction. Le test est réalisé par laméthode de contact direct sur les souches fongiques

étudieappelé la technique de l’echiquier(méthode de microdilution en milieu BMH), suivie par des

repiquages sur gélose nutritive pour déterminer les CMFs et CMFc. Les résultatsmontrent que les composés

phénoliques des trois plantes associéesavec les composés majoritairespossèdent une importanteactivité

antifongique sur ces souches étudié, des effets synergiques ont été obtenu pour la majorité des

associations effectue. Avec un seul effet d’addition pour l’association Mentha / phénol testé sur

Aspergillus flavus’

Mots clés: Menthaaquatica, Origanumvulgare et HyoscyamusalbusL, composés phénoliques,

phénol,Aspergillus ochracus, Aspergillus flavus, Mucor rammanianus et Botrytis cinerea,activité

antifongique et la méthode de l’échiquier.

In vitro evaluation of the antifungal activity of the phenolic compounds of some plant in

association

Abstract

Our work focuses on the study of the antifungal activity of the phenolic compounds of the plants

Menthaaquatica, Origanumvulgare and Hyoscyamusalbus.L in association with the compounds

majority (thymol, phenol, eugenol? - pinène) on the stumps of mucorrammanianus, Aspergillusflavus,

Aspergillusochraceus and Botrytis cinerea. The extraction polyphénols (PP) of the part arienne of the

plants studied, has been obtained by the extraction solide/liquide while using the ethanol like solvent

of extraction .The test was realized with direct contact methods on the fungal stumps studies named

the technique of the checkerboerd (method of microdilution in BMH middle), consistent by recordings

on nutrient agar to determine the CMFses and CMFcs. The results show that the phenolic compounds

of the three plant partner to the majority compounds possess an important antifungal activity on these

stumpson studied, some effects synergiques has been gotten for the majority of the associations does.

With only one effect of addition for the Mentha association / phenol tested on Aspergillusflavus.

Key words: Menthaaquatica, Origanumvulgare and Hyoscyamus L albus, phenolic

compounds,phenol,Aspergillusochracus, Aspergillusflavus, Mucorrammanianus and Botrytis cinerea,,

antifungalactivity and the method of the checkerboard.
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