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INTRODUCTION

Introduction

Certaines plantes se rencontrent a I'état sponting&adaptent aux multiples sols et
climats notamment les fruits comme l'arbo(&sb,M.A., 2008).En effet,Arbutus unedo L.,
est un fruit sauvage qui se développe dans lesnggnéditerranéennes et connu en Algérie
sous le nom vulgaire de « Lendj®JCN. A, 2005 ; P. Iseri, 2001)ll est tres répondu en
raison de sa tolérance a la sécheresse et satéapase régénérer et recoloniser les foréts
incendiéegD. Espirito Santo etal., 2012).

Arbutus unedo L, l'arbre de fraise (famille des éricacées), estatbuste a feuilles
persistantes ou petit arbre, et il est largemesitidué dans la région méditerranéenne et dans
le Nord Afrique. Il pousse sauvagement sur lesgeeat collines rocheuses seches ou dans les
foréts de pins, en particulier dans les montagoebadirus, a 600 m au-dessus du niveau de la
mer en Turqui€Ayaz etal., 2000) Ces fruits sont appropriés pour la productiotbodissons
alcoolisées, les confitures, gelées et marmel@tauf etal., 2008) En outre A. unedg,

est frequemment utilisée dans la médecine tradiébe dans certains pays, comme
I'Espagne et le Marg@iyyat et al., 1997, Tahraoui etal., 2007)

Certains chercheurs ont étudié les propriétéstimunnelles des fruits de fraises fraiches
(Ozcan et Haciesrefogullari , 2007)Des sucres, des composés non volatils et dacide
phénolique ont été déterminées dans les échatilttn fruits récoltés dans le nord de
I'Anatolie (Ayaz etal., 2000).

L'A. unedo L.,est connue par ces propriétés antiseptiqgues @feémntes des voies
urinaires, antispasmodiques et astringentes. Reeoadgalement dans d'autres pays, comme
la Turquie, comme diurétique ou le Maroc comme meaturel pour I'hypertension et le
diabéte(Boullard, 2001 ; El Houari, 2007).

L’objectif de notre travail vise a démontrer lehisse de notre plandeuneda,

en polyphénols et flavonoides et a déterminertiVaé antibactérienne des extraits

méthanoliques des feuilles et fruits de la planteitiro.

Notre travail est organisé en trois parties esshedi:



INTRODUCTION

Une premiére partie englobe I'étude bibliographigueseront rappelées des généralités
sur I'espécérbutus unedo L

La deuxieme patrtie, illustre le matériel et les mées utilisées dans le cadre de cette
étude, basé sur la préparation de différents ¢extmagthanoliques .les quartes types d’extraits
ont été préparé a partir de la poudre des fruésil{és) dA.unedo L.D’autre part I'étude
guantitative afin d’estimer la quantité des polypblé et flavonoides dans ces extraits.

Un autre volet de ce travail est consacré a undeétle I'activité antibactérienne et
antifongique ainsi que la concentration minimalaibitrice et la concentration minimale

bactéricide in vitro des différents extraits das souches test bactériennes et fongiques.

Alors que le troisieme volet regroupe les résulta@idenus et la discussion de ces

résultats.

Le manuscrit est achevé par une conclusion généualeésume notre travail et les

perspectives.
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Chapitre | Geénéralité sur I'espegebutus unedo

[.1. Etymologie

L'arbousier, ou arbres aux fraises, n'est en fautrgarbuste. Unedo est utilisé par Carl
Linnaeus (1753), Puis décrit par Pline I'ancien. f@gt est connu sous plusieurs noms
vernaculaires, Assisnou en Berbere , Strawbergyéreanglais et Lendj en aratigjazairi,
1960)

[.2. Historique et origine

C'est I'Arbousier, I'Arbre aux Fraises, FraisierAghre, (Boullard, 2001). Les arbouses
durent étre consommeées par les populations préiggées, dans I'Hérault, prés du village
d’Argelliers, sur un site néolithique daté d’envir@800 avant notre ere, les fouilles ont
permis d’'identifier des arbouses parmi les restesivés dans une maison de pierres séches
qui avait brdlé a cette lointaine épogl® nos jours, ces petits fruits restent un compiéme

alimentaire abondant et facile a ramag3$enelli et Gallouin, 2013).

D'aprés Daoud EL ANTAKI, dans son ceuvre «TADHKIRA®> nom classique de
I'arbousier est Djina. Il est mentionné aussi fr EL BAYTAR avec une bien curieuse
expression « gatil abihi » «meurtrier de son pgi@aba-Aissa, 2000 ;Dib, 2008). Cette
expression est aussi indiquée par Abderrazaq ELZBIJRI dans son livre avec deux autres

synonymegDjazairi, 1960).

Arbutus unedo L. est un arbuste a feuilles persistantes, origgngie la région
méditerranéenne, on peut le trouver du niveau deelajusqu’a 600m d’altitude voir 1200 m
en Europe occidentale, centrale et méridionaldritjde Nord-Est (a I'exclusion de I'Egypte
et la Libye) et les 1les Canaries et I'Asie occtdkn ou le froid n'est pas trés habituel et la
sécheresse d'été n'est pas tres int@€ise 2012 ; Tonelli et Gallouin, 2013).

En Europe, Il se développe la plupart du temps tlabsissin méditerranéen (Portugal,
Espagne, France, Italie, Albanie, la Gréce, la Bosh |’ Herzégovine, Croatie, Macedonia,
Monténégro, la Serbie et la Slovénie) y comprisiques iles méditerranéennes (Baléare, La
Corse, la Sardaigne, la Sicile et la Crete), ppal@ment dans les régions cotiéres et intérieurs
ou le climat est favorable pour leur développemimeut également s'adapter a la cbte du
Sud- Ouest de I'lrlandéigure 01) (Torres etal., 2002).
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Figure 01 : Distribution dArbutus unedo L(Vitale, 2012).
[.3. Description botanique
1.3.1. Arbre

L’arbousier est un petit arbre de 1.5 a 3 m d’hawuteais peut atteindre 9 412 m, un
arbuste touffu au tronc court, robuste et sa rarmauple lui confere une silhouette arrondie,
I'écorce des branches est brun-rouge et avec llaggeunes pousses rougeatres et poilues ont
un aspect velouté. Cet arbuste rameux, est capablé/re 200 ans dans des bois et rochers
du Midi de la France, d'Europe Méridionale, d'A€lecidentale et du Nord de I'Afrique
(figure 02) (Boullard, 2001).

L’arbousier a un enracinement profond de type jaind{ il croit lentement mais peut
devenir pluri centenair¢Figure 02). Il pousse en plein soleil, et il supporte lecaake
(Morris, 2007 ; Celikel etal., 2008 ;Tonelli et Gallouin, 2013).
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Figure 02 : Aspect de I'arbre dirbutus unedo L(Tonelli et Gallouin, 2013).
1.3.2. Feuilles

Son beau feuillage dense est persistant, en digposalterne, se renouvelle
progressivement aprés 1 ou 2 ans, sans stipulles sbnt coriaces, épaisses, simples,
elliptiques, entiéres ou dentelées de 4 a 8 cnowiguleur sur 2 a 4 cm de largeur. Elles sont
luisantes et d’'un beau vert sombre dessus et a@tym peu argenté en dessous (figure 03)
(Males etal., 2006 ; Tonelli et Gallouin, 2013).

1.3.3. Fleurs, fruits et grains

Les fleurs sont en forme de cloche, de longueur 8 millimetres, d’'une couleur
blanche, et souvent rose pale, elles sont une saigaificative de nectar et pollen pour les
abeilles(MaleS et al., 2006 ; Gomes edl., 2011).

Apres la fécondation, I'ovaire se transforme enfuuit charnu, une baie sphérique,
légérement aplatie aux poles et qui mesure 2 a emdiametre & maturité, il possede de
petits nombreux pépins et sa peau (épicarpe) stleoajours hérissée de courts tubercules
pyramidaux et renferme de nombreuses grdiBesllard, 1997;2001; Iserin, 2001).
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Les fruits prennent environ 12 mois pour marir; clofarbre porte les fruits et fleurs
madrs en méme temp@igure 03). Le processus de fleuraison et de fructificatiGdtesd

d’octobre a févrie(Takrouni et al., 2012).

Figure 03: Feuilles, fleurs et fruits érbutus unedo L(Vitale, 2012 ; Tonelli et
Gallouin, 2013)

A l'intérieur du fruit, les cing loges contiennedd nombreuses petites graines jaunatres

(les pépins) riches en lipid€sonelli et Gallouin, 2013).
| .4. Place dans la systématique

ArbutusL. est un genre appartenant a la sous-fana@lecionioideagou Arbutoideae,
en fonction de l'auteur), et de la familties éricacéegjui se retrouve sous les climats
méditerranéen@Meberley, 1987; Stevenst al., 2004; Lhuilier, 2007).

Le nom Ericacée dérive du latin scientifique Erida atin impérial Erice. Cette famille
appartient aux dicotylédones et comporte 124 geatesnviron 4100especébaberley,
1987 Dib, 2008).

Arbutus unedcétait I'une des nombreuses especes décrites phiiGaaeus dans le

premier volume de son point de repere 1753 tragpecies Plantarumen lui donnant le
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nom qu'il porte encore aujourd’hui. La positiona@emique de Arbutus unedo L est

représentée dans (@bleau 01)

Tableau 01: Classification taxonomique Afbutus unedo L(mendes, 2010).

Rang taxonomique Signification
Réegne Plantae
Embranchament Spermatophyta
Sous embranchement Angiospermae
Classe Dicotyledones
Sous classe Dilleniidae
Ordre Ericale

Famille Ericaceae
Sous famille Arbutoideae
Genre Arbutus
Espece Arbutus unedo L.

I. 5. Utilisation alimentaire et thérapeutique

La consommation des plantes sauvages comestibdiesgsu localement a joué un rle
important pour la plupart des cultures humaines, marticulier dans la région
méditerranéenne, apportant une contribution impteta la santé des communautés locales
(Heinrich et al., 2006).

Arbutus unedsert comme une plante d'abeille pour la prododi@ miel, et les fruits
sont la nourriture pour les oiseaux , ils sont égant utilisés pour faire des confitures, des
boissons et des liqueuf€orreia et oliveira , 2002 ; Spano eal., 2006).

D'autres applications alimentaires telles que tesserves, les confitures, les gelées et

les marmelades peuvent également étre obtenuasiradpgace fruit. Il est également possible
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d'incorporer les baies en yaourts et les utilisemime confiseries et pour la garniture des
tartes et de patisserie et dans lindustrie desdyit® céréaliers(Seidemann, 1995;
Pawlowska etal, 2006)

Les arbousessont rarement consommés comme des fruits fraisg msgpeuvent avoir
une certaine importance dans les économies agsitobales, dont ils sont utilisés pour la
production de trés appréciées boissons alcooligdles que les vins en raison de sa forte

teneur en sucre fermentescif@orreia et Oliveira , 2002).

En raison de sa richesse en pectine, I'arbousewesti incorporé dans les produits
céréaliers et les produits a base de viande, seluiest utilisé pour faire du thé, et des
saveurs dans lindustrigTardio et al. , 2002 ; Demirsoy etal. , 2007 ; Ganhao efl. ,
2010).

L'arbouse a un réle hypotensif dont il baisse tesiten artérielle, il est indiqué dans les
troubles de la circulation sanguine, il peut régldamsi I'athérosclérose et utilisé comme un

remeéde naturel pour le diabdBremness, 1999 ; El houari, 2007).

D’autre part, la racine d'arbousier serait un déstant des voiesurinaires grace a
l'arbutoside qu'elle renferme, cet arbutoside, alutine, est un 3-glucoside de
I'nydroxyquinone. En effet, le principe actif majede I'arbousier est qu’il contient 2.7%
d'arbutine qui est un puissant antiseptique dedepl urinairg(Chevalier, 2001)

Les feuilles persistantes sont tenues pour anitipegst, antispasmodiques et
astringentes (par leur teneur en tanin), elles aorgi recommandées en cas de diarrhée ou
d'engorgement du foie et possédent des propriitEstives et stomachiquéBoullard,
2001 ; Iserin, 2001).
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Chapitre I Activité antimicrobienne des éxtimide plante

[I.1. Les métabolites actifs des plantes

Toutes les substances antimicrobiennes dérivemé@abolisme secondaire qui est lui
méme dérive du métabolisme primaire et fournitrdésabolites a faibles quantités, mais dont
I'application dans différents domaines, en pairicla intérét pharmaceutique et cosmeétique,

voir nutritionnel, sont de la plus grande impor&(tdarbone, 1998)

Les composés phénoligues, les alcaloides ainsiegueuiles essentielles font partie du

groupe des métabolites seconda(t¢addouchi et Benmansour, 2008).

Les polyphénols sont des groupes de moléculesrdetigtes variéesdont I'élément
structural fondamental qui les caractérise estrésgnce d'au moins un noyau benzoique
auquel est directement lié un groupe hydroxylegelibu engagé dans une autre fonction :
éther, ester, hétérosidRichter, 1993; Bruneton, 1999).Les phénols furent les premiers

agents antiseptiques et désinfectants largemeisés(Lansing etal., 2003).

Les polyphénols jouent un réle fondamental carsdat des éléments importants de
qualités sensorielles (couleur et caractere orggtiglue) et nutritionnelles des végétaux que
consomme I'hnomme dont leur intervention dans ldésast maintenant reconnue dans des
domaines variés comme anti-cancérigene, antioxgdant anti-cestrogene et anti
inflammatoire, ils interviennent aussi dans ladudbntre le vieillissement des cellul&arni-
Manchado et Cheynier, 2006).

Plusieurs milliers de polyphénols ont été identifiéhez les plantes dont plusieurs
centaines dans les plantes comestibles. Il estrgiéngent admis que les humains ingerent

environ 1 gramme de polyphénols par joAkowah etal., 2004).

Les flavonoides présentent la plus grande classealigphénols, ils relévent du
métabolisme secondaire et sont trés répondus daegie vegétal d’ou 2% de I'ensemble du
carbone photo-synthétisé par les plantes est trangfen ces composés. En outre, ils agissent

comme des antioxydants puissant encore plus quitalaine C.(Alothmane etal., 2009).
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[1.2. Activité antimicrobienne des extraits de plares

Les tests antibactérien et antifongique ont pourdaurechercher I'activité biologique
de chaque extrait de plante vis-a-vis des diff&emtroorganismes ; bactéries et moisissures
(Osato, 2009 ; Liao etl., 2010)

[1.2.1. Activité antibactérienne

La sensibilité d’'une bactérie a un antibactérierievaelon la nature de ce dernier. Face
a un antibactérien donné, la sensibilité d’'une éaipeut étre tres différente selon la souche
d’appartenancel’activité antibiotique correspond a [I'activitéude molécule composée
présent au sien d’'un végétal qui a tres faible eotration, inhibe le développement d’'une
bactérie ou la tufNicolas et Daniel ,1998)

La consommation a grande échelle des «médicamertsentrainé la sélection de
souches multi-résistantes d’ou l'importance d’omenles recherches vers de nouveaux
substituts, surtout les végétaux qui ont toujowrsstitué une source d’inspiration dans les
recherches médicaléali-Shtayeh etal., 1998)

De nombreuses étudesvitro menées sur les composés phénoliques les ont casfirm
comme agents antimicrobiens contre un grand nomimicroorganismes pathogénes, avec
des spectres d'activités variab(&albert, 1999).En effet certains quinones présentent un
effet bactériostatique sur les bactéries a Grantipomis pas vis a vis des bactéries a Gram
négatif (Riffel et al, 2002). Les acides-phénols ont des propriétés antiseptiguesires,

antifongiques et antibactérienn@& uneton, 1999).
Il .2.2. Activité antifongique

Les levures et moisissures peuvent étre trouvéas aflore normale d'un produit
alimentaire. lls peuvent produire des métabolibesgues, et causer des odeurs et des saveurs
de la nourriture. Leur présence est un indicateeircdntamination de I'environnement
(Branger etal., 2007).

L’activité antifongique dépend de plusieurs factetals que le type du solvant utilisé
pour I'extraction. Néanmoins, il est toujours pbssique l'ajout de DMSO a un extrait

végeétal diminue son activité intrinseqiigalansard, 2007)
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Chapitre I Activité antimicrobienne des éxtimide plante

Des études ont montré que les coumarines exertigsiers activités antimicrobiennes
a savoir l'inhibition de la croissance @&accaromyces cerevisiat de la germination des
spores tAspergillus nige, d’autre part, ils sont plus efficaces contre @ram positifs
((Benidicte et Hooper, 1998 ; Benkiki, 2006).

Actuellement, aucune étude n'a été consacréefet kftimicrobien d’ I'extrait de fruit
d’Arbutus unedo L. Toutes les études ont mis en évidenceefliess antimicrobiens des
racines et des feuilles seulement. Cependant, tlekes d'effets antimicrobiens ont été

rapportés sur ses huiles essentigMiguel et al., 2014).
II. 3. Mécanisme d’action des substances antimicrabnnes d’origine végétale

Il est probable que l'activité antimicrobienne h'ess attribuable a un mécanisme

unique, mais a différentes cibles d'action au nivaglulaire(Carson etal, 2002).

L’inhibition de croissance bactérienne dépend dexdacteurs ; la bactérie utilisée, et
la nature du produit testé. Seldfori et al. (1987) nous pouvons conclure que I'activité
antimicrobienne des extraits dépend non seulemeEntdmposés phénoliqgues mais, aussi de

la présence de différents métabolites secondaires.

Les flavonoides avec leur différentes classes destplus importantes sont les
flavones, flavonols, flavonones, flavonones 3-oflesjanes-3,4 dioles, et les anthocyanidines
ont un grand potentiel antibactérien, en effetsercomplexant avec des composants de la
paroi, ils inhibent la croissance microbienate perturbent leurs métabolismes énergétiques
(Jones etal, 1994 ; Perret etal,1995 ; Marfak, 2003).

D'autre part, les tanins sont largement connus |@ais propriétés inhibitrices des
microorganismes et des enzymes grace a leur poaoimer des complexes stables avec les
protéines et en les précipitaiMguz etal, 1996) lls exercent une activité antibactérienne par
interaction avec la membrane cellulaire qui induit changement morphologique de la
bactérie, en inhibant l'activité¢ des protéases, pleséines de transport et des protéines
adhésivegCowan, 1999. Des effets inhibiteurs de la réplication desisiont été également
décrit in vitro(Bruneton, 1999 ; Charpentier etal, 2008).

11
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Chapitre Il Matériels et méthodes

[l.1. Matériel
l1.1. 1.Matériel végétal

Les fruits dArbutus unedo Lde différents stades de maturation (vert, jauneege)
(figure 04) ainsi que les feuilles ont été récoltés de laorégie «Texennax», wilaya de Jijel,
durant la période allant de 20 novembre 2015 aa®der 2016. Les fruits ont été congelées
dans des sacs isothermes et les feuilles ont ébésé I'abri du soleil puis conservés dans un

endroit sec.

o

Figure 04 : Echantillon des fruits é&rbutus unedo Len trois stades de maturation.
[11.1.2. Les souches indicatrices

Pour la détermination de l'activité antimicrobiendes extraits des fruits Atbutus

unedo L.nous avons utilisé huit souches bactériennes auti:so
-Listeria monocytogenesTCC 25922
-Klebsiella oxytocaATCC 25922
-Escherichia colATCC 25922
-Bacillus subtilisATCC 21332
-Staphylococcus auredsT CC25923
-Salmonellssp souche sauvage ;

-Pseudomonas aeruginosd CC 27853

12
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-Acinetobacter baumannATCC19606

v' Quatre souches fongiques a savoir :
-Fusarium;

- Penicillium;

- Asperqillus niger ;

- Aspergillus flavus.

[11.1.3. Les milieux de culture

Au cours de cette étude, nous avons utilisé ceujtii

v' Les géloses gélose Mueller-Hinton, gélose sabouraud, géloddtine (annexe
02).

v" Les bouillons :bouillon nutritif, bouillon MH (annexe 03)

[11.1.4. Les produits chimiques et réactifs :Les produits chimiques et réactifs

utilisés au cours de cette étude sont les suivants:

Méthanol, DMSO, Folin Ciocalteu, carbonate deligm, nitrite de sodium (NaNO2),
trichlorure d’aluminium (AICI3), hydroxyde de sadh (NaOH), acide gallique, quercétine

(annexe 01)
[11.1.5. Appareillage : L'appareillage utilisé est le suivant :
v' Autoclave (Shiavx Electronic) ;
v' Bain Marie (Gerhardt Bonn, Memmert) ;
v Centrifugeuse électrique ;
v Etuve;

v' Spectrophotométre UV- visible (Perkin Elmer).

13
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[11.2 .Méthodes
[11.2.1. Préparation de la poudre des échantillons

Au laboratoire, le matériel végétal (fruits et ftag) a été séché dans une étuve réglée a
40°C pendant 72 heures puis broyé dans un broyéoammug(figure 05). Aprés tamisage,

la poudre a été conservée dans des flacons fermésre jusqu’a I'utilisation.

Figure 05 : Poudre de feuilles et de fruitsAtbutus unedo Len trois stades de maturation.
A :feuilles ; B :fruitvert; C:fruitbuge; D: fruit jaune.
[11.2.2. Préparation des extraits bruts secs

Les extraits méthanoliques ont été préparés saldechnique décrite pdisbilir et al.,
2012)avec quelques modifications ; une prise d’essdildede poudre de chacun des fruits et
des feuilles a été mise a macérer dans 200 ml tieam@ absolu sous agitation a température
ambiante pendant une nuit. L'extrait a ensuitefiété sur un papier filtre N°4 et le résidu a
été ré- extrait deux fois puis évaporé a sec soessipn réduite a 40°C au Rota-vapeur. Le

résidu sec peseé est conserve a @tfire 06).
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Figure 06 : Etapes de la préparation des extraits brutg glmacun des feuilles et des fruits.
[11.2.3. Le rendement en extrait sec

Nous pouvons déterminer le rendement en extraitpaede rapport entre le poids de
I'extrait sec déja calculé (en gramme), avec ledgpailu matériel végétal utilisé pour
I'extraction en gramme. Les rendements sont calquaé rapport a 100g de matiére végétale

séche.
v" Calcul du rendement

Le pourcentage en extrait bruts sec amglque a été calculé par la formule
suivanteR(%) = M /M0x100
Ou:
R (%) : Rendement exprimé en % ;
M: Masse en grammes de I'extrait sec résultant ;
MO : Masse en grammes du matériel végétal a traiter.

[11.2.4. Dosage des polyphénols totaux

Les composés phénoliques sont dosés par le réackblin-Ciocalteu selon la méthode
décrite par(Singleton etal., 1999) a I'aide d’'un spectrophotometre UV- visible de dyp
(Perkin Elmer). La quantité des phénols a été t&dcypar référence a une courbe

d’étalonnage d’acide gallique.

Un volume de 20@l pour chaque extrait des feuilles et fruits a emtration de 2mg/mi
est introduit dans des tubes a essais, le méldnge e Folin Ciocalteu dilué 10 fois et 0.8
ml de carbonate de sodium a 7.5 %) est additidnméélange est agité et laissé a I'obscurité
a une température ambiante pendant 30 min. Un térast préparé dans les mémes
conditions. L'absorbance est mesurée a 765 nm. ¢dnebe d’étalonnage a différentes

concentrations d’acide gallique a été prepéaéaexe 04).

Les teneurs en phénols totaux dans les extraits esgrimées en milligramme (mg)

équivalent d’acide gallique par gramme (g) du paie$a matiere seche (mg EAG/ g MS).

15
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[11.2.5. Dosage des flavonoides

Le dosage des flavonoides a été effectué selothatie décrite pgikumazawa etal.,
2004)avec quelgues modifications. La quantité des fiaides (mg EQ/g) a été estimée en se

référant a une courbe d’étalonnage de la quercgtimeexe 04).

Une quantité de 500 de I'extrait méthanolique (5mg/ml) est ajouté@5®0ul de I'eau
distillée. Au temps zéro, 15d de nitrite de sodium (NaNO2) a 5 % est ajoutéralange.
Apres 5 min, 15Qul de trichlorure d’aluminium (AICI3) & 10 % (m/vyEerajouté. Aprés une
incubation de 6 min a la température ambiante, B@hydroxyde de sodium (NaOH) (1 M)
est additionné. Immédiatement, le mélange est cetemplent agité. L'absorbance de la

solution de couleur rosatre est mesurée a 510 mtnecke blanc.
[11.2.6. Etude du pouvoir antimicrobien

Deux méthodes différentes sont employées pourllié@tian de I'effet antimicrobien des
différents extraits bruts: la méthode de diffusémpartir d'un disque de papieEgsawi et
Srour, 2000) qui permet la mise en évidence de l'activité amtiobienne des différents
extraits et la méthode de micro-dilutio(Billerbeck et al., 2002) qui a pour objectif la
détermination des CMIs (concentrations minimaldshitrices) a partir d'une gamme de

concentrations de produit dans le milieu de culture
[11.2.6.1. Préparation des inoculums et des extraits
a. Revivification des souches et standardisation d’iraulum bactérien

L’activité antibactérienne doit étre réalisée ses douches bactériennes jeunes en phase
exponentielle de croissance. Les souches bactéseont été revivifiees dans un bouillon
nutritif a 37°C pendant 24 heures. Puis chaquelsoacété repiquée en stries sur la surface
des boites de pétries pré-coulés en gélose netrtour obtenir des colonies bien isolées.
Apres incubation de 24 heures a 37 °C, une celbmn isolée a été prélevée avec une anse
de platine stérile, cette colonie a été prise eten@n suspension dans un tube stérile qui
contient 10 ml d’eau physiologique stérile, desitiiins décimales ont été effectuées a partir
de la suspension mere afin de standardiser l'imcutjui doit étre ajusté a une densité
optique entre 0,08- 0,1 & 625 nm (0,5McFarlend)ewiiron16 UFC/m.

16
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b. Préparation d’inoculum mucorale

Les souches fongiques sont ensemencées sur lel séimuraud coulé en boites de Pétri
et incubées a 25 C° pendant 5 jours. Aprés, cdedeont lavées par 10 ml d’eau distillée
stérile afin de récupérer les spores fongiquesufpension est standardisée par la suite a la
concentration de £Gpores/ml par dilution et en utilisant la celldeMalassez.

c. Préparation des extraits

Les extraits bruts méthanoliques ont été shddlsi dans du DMSO pour obtenir

des concentrations de 200 mg/ml.

lll .2.6.2. Test de I'activité antimicrobienne (méthode de diffusion a partir d’'un

disque solide)

La méthode de diffusion a partir d’'un disque sohdété utilisée pour mettre en évidence

I'activité antimicrobienneales extraits vis-a-vis des germes cibles

La gélose Mueller-Hinton est coulée dans Heites de Pétri et écouvillonnée par
les inoculums bactériens ou fongiques , puis desjues de papier Wattman n°l de 6mm
de diamétre, stérilisés auparavant a I'étuve (2@endant 15 min) imbibés de 20 pl des
extraits méthanoliques, ces disques sont plat@sudrface des géloses. Des témoins imbibés
par le DMSO ont été aussi utiliséfigure 07). L'expérience est répétée trois (03) fois pour

chaque extrait et pour chaque espéce bactérierdopgitue.

La lecture des résultats a été faite apresinogbation de 24h a 37 °C pour les
souches bactériennes et 5 jours dincubatiorb@° 2Zoour les souches fongiques,
I'activité antimicrobienne est détectée par présence d’'une zone d'inhibition autour
du disque imprégné d’extrait et en fonction diantbtre de ces zones, la souche du
microorganisme sera qualifiée de sensible, d'méatiaire ou de résistante.

=
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Figure 07 : Méthode de diffusion a partir d’un disque solide.
[11.2.6.3. Méthode des micro-dilutions en milieu lquide

Les CMI ont été déterminées par la méthode de ndidution en milieu liquide, dans des
plagues de 96 puitSantos et Hamdan, 2005)Cette méthode permet la détermination de la
concentration minimale inhibitrice (CMI) a partiude gamme de concentrations d’extrait
dans le milieu de culture. D'aprés la méthode Bamijilali et al.,1986 rapportée par
Billerbeck et al., 2002 une solution-mére de chaque extrait (d’'une comaton finale de
0.2 g/ml) est obtenue en DMSO, puis une série ldéiatis est réalisée extemporanément en
DMSO a partir de la solution-mére ; la gamme deceatrations finales ainsi obtenue
correspond & 1/2 — 1/4 — 1/8 — 1/16 — 1/32 — 1/@M132 et 1/146. 100 ul de chaque dilution
sont alors incorporés a 95 pl de bouillon Muellenteh puis ensemencé par 5ul de
I'inoculum bactérien ou fongiquédigure 08). Tous les essais sont répétés trois fois.

Figure 08: Méthode de la micro-dilution en milieu liquide.

Aprés incubation a 37°C pendant 24heure, la crotssast comparée a celle du témoin.
La CMI est définie comme la plus petite concentratd’extrait pour laquelle aucune

croissance n'est visible comparativement au tésams extrait.

[11.2.7. Concentration minimale bactéricide (CMB) & concentration minimale
fongicide (CMF)

Les subcultures réalisées suite a l'obtention dédl, @dnt permis d'observer les

concentrations minimales bactéricides (CMB) etesefongicide (CMF).
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Chapitre IV Résultats et discussion

IV .1. Reésultats préparation des extraits de felles et de fruits d’Arbutus unedo

L. en trois stades de maturation

La préparation des extraits a partir de feuilledetfruits dArbutus unedo La été
effectuée selon la méthodd’Isbilir et al., 2012) les échantillons séchés et broyés ont été
soumis a une extraction générale avec le méth@edle extraction a permis d’obtenir quatre
extraits bruts : I'extrait de feuilles, I'extraiedruit vert, I'extrait de fruit jaune et celui dmit

rouge. Chaque extrait a été caractérisé par sawospécifiquéfigure 09).

Figure 09 : Les extraits méthanoiques bruts de feuilles etutsfd’Arbutus unedo L
IV.2. Rendement des extraits

La figure 10 illustre les résultats obtenus pour le renel@md’extraction
méthanoliqgue des composés phénoliques des fraitsodisier aux trois stades de maturation
ainsi que ceux des feuilles. Nous constatonsyoete montre trés clairement(fgure 10),
que les feuilles d’arbousier ont donné les maierendements d’extraction (15%),
cependant les fruits ont donné le méme rendement [@s trois stades de maturation

(12.5%).
15
15 -
14.5 -
14 -
13.5 -
13 1 12.5 12.5 12.5
12.5 -
12 -
11.5 -
- | | -
- -

11

Rendement d'extraction %

Feuilles Fruitvert Fruit jaune Fruitrouge

Partlies étudiées de Ia plante

Figure 10: Rendement d’extraction des composés phénoliquésudkes et de fruits

d’Arbutus unedo Laux trois stades de maturation.
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D’apresOliveira (2010), le rendement d'extraction des substancesctiiea des
fruits non matures était de 24.8 + 3.8 %, pourftags au stade intermédiaire, il était de

43.5+5.5 % et 45.0+2.2% avec les fruits matures.

D’'une maniere générale, il est difficile de compaces résultats avec ceux de la
bibliographie. En effet, le rendement n’est pastiie] il dépend de la méthode et des
conditions dans lesquelles I'extraction a été éffée.

IV. 3. Dosage des composeés phénoliques
IV.3.1. Dosage des polyphénols totaux

Les teneurs en phénols totaux dans les iextemnt exprimées en milligramme
équivalent d’acide gallique par gramme du poid$admatiere séche (mg EAG/ g MS). Leur
dosage nous donne une estimation globale aleteheur en différentes classes des
composeés phénoliques contenus dans I'extrait dednalysé(Pawlowska etal., 2006) La
teneur en polyphénols totaux des fruits d’arbousiex trois stades de maturation sont
illustrés par laf{gure 11).
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> 160 1327
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=) 94.78

M 100 -

5 80 -
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- 60 -+

2 40 - 26.16

=

= 0

= Feuilles Fruit vert Fruitjaune  Fruitrouge
Parties etudies de la plante

Figure 11 : Teneurs en polyphénols totaux des feuilles etfdgiss d’arbousier aux
trois stades de maturation.

Selon les résultats illustrés ci-dessus, on conspat les fruits vert d’arbousier sont les
plus riches en phénols totaux (180.9 mg EAG/g g&)rapport aux fruits jaunes (123.7 mg
EAG/g MS) et ceux rouges (26.16 mg EAG/g MBméme aux feuilles (94.78 mg
EAG/g MS).
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Oliveira et al. (2011)ont obtenu un contenu maximal en polyphénolgd&i26 g
EAG/ kg d'extrait dans le stade intermédiaife maturation, tandis que les fruits non
mars et mdrs présentaient des valeurs de 2%4iet 26.8£2.4 g EAG/ kg MS

respectivement.

D’autre part Alarcdo-e-Silva etal.(2001)ont rapporté une concentration de 15.5 +
0.6 g EAG/ kg MS des fruits non matures, e63@.9 g EAG/ kg MS des fruits matures.

Nos résultats concernant les fruits au stade r@oge supérieurs a ceux trouves par
Alarcdo-E-Silva etal. (2001) Tavares etal.(2010)et Orak et al.(2011)qui sont de I'ordre
de 15.5+ 0,6mgEAG/g, 18 mg EAG/g et 14.29 EAg>/g MS respectivement. Cependant
Barros etal. (2010)ont trouvé une de valeur 126.83 mg EAG/g MS.

Les études récentes ont prouvé que les extraitsamétiques des feuilles de I'arbousier
possedent un fort potentiel antioxydd@liveira et al., 2009) en effet, les études
phytochimiques ont prouvé que les extraits de lewbntiennent plusieurs  composés
phénoliqgues, comme les tannins, les flavonoides,glgcosides phénoliques et plusieurs

autres composé@Males etal., 2006 ; Fiorentino etal., 2007).

Des études faites p&alleh etal. (2008), Podsedek (2007¢t Lee etal. (2003) ont
montré que la teneur en composés phénoliquese ddlante dépend d'un certain nombre
de facteurs intrinseques (génétique) et extrinsggles conditions climatiques, les pratiques
culturelles, le degré de maturité, les coonddi de stockage, la méthode d’extraction et

la méthode de quantification.
IV.3.2. Dosage des flavonoides

Les valeurs moyennes de la teneur en flavonoide$rdiés d’arbousier aux trois stades

de maturation ainsi que celles des feuilles sardgpitulées dans digure 12).

D’aprés lafigure 12, il ressort que la teneur en flavonoides du fduitinue 11.23 mg
EQ/g MS en stade vert a 2.8 mg EQ/g MS au stadgeralont la valeur moyenne est

enregistrée pour le fruit au stade jaune (5,9 mgERds).
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Figure 12 : Teneurs en flavonoides des feuilles et des fd@tbousier aux trois stades

de maturation.

D’une maniere générale, la teneur en flavonoidesodefruits est supérieur a celles de
quelques autres fruits sauvages étudiés Gaden et al.(2012) a savoirLycium
europaeum 1(3.72 mg/100g d’extraitfPrunus spinosa [1.74 mg/100g d’extrait)Rosa
canina L(1.69 mg/100g d’extrait) dkubus sanctus (1.88 mg/100g d’extrait).

Les flavonoides sont omniprésents chez toes Végétaux et leur activité est
exprimée par leur grand affinité biologiqueea les polymeres, les métaux lourds et
surtout pour leur activité antioxydante. Centsles plus actifs parmi les antioxydants
végétaux alimentairg&raille, 2003) lls ont en outre une action thérapeutique sunrers

pathologies telle le traitement des inflammatjales infections virales et du canéiloller,
2003 ; Ndhlala etal., 2006).

IV .4. Evaluation du pouvoir antimicrobien des extaits

Il est important, de préciser gu’un résultat obédors de I'évaluation d’'un extrait brut
ou d'une fraction enrichie est la composante dexgerametres : I'activité intrinséque des
produits actifs et leur quantité relative damxtfait. Par exemple, une activité avérée d’un
extrait peut aussi bien étre le reflet d’'une faifplmntité de constituants trés actifs que d’'une

grande quantité de constituants peu actifs, @ucertains constituants tels que les
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hydrocarbures et les alcools qui démontrerdyumergisméChaibi et al., 1997 ; Ferrari,
2002)

Une recherche supplémentaire sur la compasitibimique de chaque extrait est
plus que nécessaire pour comprendre I'évaluatiencomposés présentant I'activité

antimicrobienne(Athamena, 2009).

La méthode des disques nous a permis deemetn évidence le pouvoir
antibactérien et antifongigue des composeés pélyplques vis-a-vis de huit souches
bactériennes Listeria monocytogenes ;Klebsiella oxytoca Is@hia coli ;Bacillus
subtilis ;Staphylococcus aureus ;Salmonella sp;udsenonas aeruginosat Acinetobacter
baumannii et quatre souches fongiquesrusarium ;Penicillium; Aspergillus niger et

Aspergillus flavus.

L’échelle d’estimation de I'activité antimicrobiemnest donnée pa¥utani et al.
(2009).1Is ont classés les diamétres des zones d’inbibitie la croissance microbienne en 5
classes :

Tres fortement inhibitrice (® 30mm) ; fortement inhibitrice (21 m@D< 29mm) ;
modérément inhibitrice (16maD<20mm) ; Iégerement inhibitrice (11mgD<16mm) ; non
inhibitrice (D<10mm).

En plus, la sensibilité des souches aux différagents antimicrobiens a été classifiée
par le diamétre de la zone d’inhibition comme sugktrémement sensible 20 mm) ;
sensible (15 mnx D< 19mm) ; intermédiairement sensible (9mnMD<14 mm) et non

sensible (résistante) (D<8mm).
IV. 4.1. Evaluation du pouvoir antibactérien

L’évaluation de [Iactivité antimicrobienne a étéitéa par la méthode des
aromatogrammes. Le pouvoir antimicrobien de nosa#stest obtenu par la mesure des

diametres des zones d’inhibition (mm).

L’aromatogramme est une méthode inspirée de I'mgiamme qui permet de
déterminer [lactivité inhibitrice d’agents antimidriens par la mesure du diamétre

d’inhibition autour d’un disque imprégné de diffiétes solutions a tester.
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Les zones d'inhibition sont indemnes de colonpdgs son diamétre est grand, plus la
souche est sensible a I'antimicrobien, plus ilpedit, plus la souche est résistante.

Le diametre moyen de la zone d’inhibition (ZI) obvseautour des disques imprégneés
par les extraits de feuilles et de fruits aux défé stades de maturation aprés 24 heures

d’incubation a 37 C° sont résumés danddbleau 02)

Tableau 02 :Valeurs moyens des diametres des zones d’intrbgour I'extrait de

feuilles et de fruits vis-a-vis des souches ba@es testées.

Les souches Diametre des zones d’inhibition (mm)
bactériennes
Extrait de | Extrait de Extrait de Extrait de
feuilles fruit vert fruits jaunes fruits
rouges
Pseudomonas 14 19 19 22
aeruginosa
Acinetobacter 14 15 14 11
baumannii
Gram | Escherichia coli 17 18 16 15
Klebsiella oxytoca 15 16 14 11
Salmonella sp 16 15 14 13
Listeria 13 14 15 11
Gram | Monocytogenes
* | Bacillus subtilis 14 16 17 12
Staphylococcus aureysl6 17 21 13

Il est clair d’aprés les résultats obtenus quegigatre extraits méthanoliques exercent une

activité inhibitrice plus ou moins prononcée sas $ouches testées.

La présence des zones d’inhibition est le résutah antagonisme exercé par les
substances bioactives présents dans les extraitsuidkes et des fruits envers les souches

cibles. Les diametres des zones d’inhibition étaempris entre 13mm et 17mm pour
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I'extrait de feuilles, entre 14 mm et 19 mm powxtrait de fruit vert, entre 14 mm et 21 mm

pour celui de fruit jaune et entre 11mm et 22mmrpewtrait de fruit mature (rouge).

D’une maniere générale, 'ensemble des extraitgli€s ne présentent pas le méme
spectre d’action vis-a-vis des souches cibles ais ravons remarqué que l'effet inhibiteur
de l'extrait de feuilles a été plus prononcé Euooli (17mm)(figure 13). En revanche,
nous avons constaté gueésteria monocytogenestait la souche la plus résistante a I'effet

inhibiteur de cet extrait (13 mm).

Figure 13 :Activité inhibitrice de différents extraits méthdigoie vis - a -visE.coli.

D’aprés Mutani et al. (2009), I'extrait des feuilles a une activité modérément
inhibitrice sur Salmonella sp Staphylococcus aureugt Escherichia coli elles sont
considérées donc sensibles a cet extfigitres 13, 14) Cependant, il présente une activité
légerement inhibitrice suPseudomonas aerugingsacinetobacter baumannii, Klebsiella
oxytoca Listeria monocytogenest Bacillus subtilis Ces souches sont considérées

intermédiairement sensibles a I'extrait de fegiliBArbutus unedo I(figure 14).

Orak et al. (2011)ont évalué le potentiel antimicrobien de feuidArbutus unedo L
dont aucun effet n’a été observe vis-afggcherichia coliet Salmonella enteritidisD’autre
part, Dib et al. (2013) ont étudié l'activité antimicrobienne des extradgjueux et
méthanolique des racines de cette plante vis-daux bactéries Gram négativEscherichia

coli et Pseudomonas aerugingsds n'ont constaté aucun effet de ces extragt-asvis
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Pseudomonas aerugingseependant, ils ont trouvé que I'extrait aqueussgae une activité
antibactérienne modérée vis-a-\Escherichia coli

Dans une étude récente, les activités antimicroleieres extraits éthanolique de cing

especes de la famille désicaceae ; Arbutus unedo, Bruckenthalia spicliifoCalluna

vulgaris, Erica arboreaet Erica carneaont été testées contre trois Gram négative a 1savoi
Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumqgréa&scherichia colidont les résultats ne
montre aucun effet inhibiteur des feuille®\dutus unedo L(Dragana etal., 2014).

P. aeruginosa

L. monocytogénes

~——A. baumannii

Figure 14 : Activité inhibitrice de différents extraits méthdigpie vis- a-vis
Pseudomonas aeruginosa, Listeria monocytogened|iasubtiliset Acinetobacter

baumannii.
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Concernant les extraits de fruit, il s'avére quemneilleure activité inhibitrice est
enregistrée pour tous les extraits (fruit vertjtffaune et fruit rouge) vis-a-viBeudomonas
aeruginosaavec des diametres des zones d’inhibition allart3a 22mmn(figure 14). Selon
Mutani et al. (2009), les extraits des fruits verts et jaunes ont wi&/igé antibactérienne

modérément inhibitrice sur cette bactérie, parregrtelui de fruit rouge présente une activité
fortement inhibitrice.

Salmonella sp

Figure 15 :Activité inhibitrice de différents extraits méthdigoie vis avisSalmonella

sp et Staphylococcus aureus

Concernant I'extrait du fruit vert’Arbutus unedo L tous les diamétres des zones
d’inhibition sont compris entre 15mm et 19mm ce ooliis permet de considérées que toutes
les souches sont sensibles a I'effet de cet ex@rdiexception de.isteria monocytogengd 4
mm) qui est intermédiairement sensible. En outeatrait de fruit jaune présente une activité
inhibitrice similaire a celle de I'extrait de frurert sauf pouStaphylococcus aureusi on a
enregistré un diameétre de la zone d’inhibition dengh ce qui nous permet de dire que cet

extrait posséde une activité fortement inhibitsce cette bactéridigure 15).

Par ailleurs, il apparait que I'activité inhib@te des extraits de fruit diminue avec la
maturation, en effet, I'extrait de fruit mature ge) exerce une activité¢ Iégerement
inhibitrice  surSalmonella spListeria monocytogene®acillus subtilis, Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Acinetobacter bummanii eb${élla oxytocaCes souches sont donc

intermédiairement sensibles a I'effet de I'extdatfruit rouge dArbutus unedo L.
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En fin, il est clair, qu&lebsiella oxytocapparait la souche la plus sensible a I'effet de
tous les extraits étudiés en exceptant celui dejdune figure 16).

Figure 16 : Activité inhibitrice des différents extraits métludique vis-a-viKlebsiella

oxytoca.

Une étude menée pBroukani et Tabak (2014, portée sur I'effet inhibiteur de fruits
et de huiles essentielles Adbutus unedo L.sur Salmonella typhi(ATCC 14028) et
Pseudomonas aeruginoATCC 27853), démontre I'absence d’une activitBibitrice de

fruit vis-a-vis ces deux souches bactériennes.
IV.4.2. Evaluation de pouvoir antifongique

La méthode des disques ou méthode de diffusiongslose a pour but d’étudier
I'activité antifongique des substances naturellesagées a partir de la plant€ontre des
champignons pathogénes obligatoires ; le diametrdeatb d’inhibition est mesuré au bout de
cing jours, ou plus suivant la vitesse de croissates champignons. Des résultats positifs
satisfaisant sont validés pour une zone d’inhihitibun diamétre supérieur & 15 mm. Les
résultats de I'activité antifongique des extraigtianoliques de feuilles et de fruitdAddutus
unedo Laux trois stades de maturation sont récapitulés ddtableau 03)
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Tableau 03: Valeurs moyens des diametres des zones diidnilpour I'extrait de

feuilles et de fruits vis-a-vis les souches fongs|testées.

Les souches Diametre des zones d’inhibition (mm)
fongiques
Extrait de Extrait de Extrait de Extrait de fruits
feuilles fruit vert fruits jaunes rouges
Aspergillus flavus 18 17 21 le
Aspergillus niger 18 18 17 20
Penicillium 18 20 25 26
Fusarium 20 21 26 24

D’apres les résultats obtenus, il ressort queglegre extraits méthanolique exercent
une activité inhibitrice plus ou moins prononcée fas souches fongique testées.

Tous les extraits ont réagi positivement avecdesches fongiques testées dtmt
diamétre de la zone d’inhibition différe d’'une sbe@ une autre et d’'un extrait & un autre, il
varie de 18 mm a 20 mm pour I'extrait des feuiltss,17mm a 21mm pour celui de fruit vert,
de 17mm a 26mm pour I'extrait de fruit jaune etldenm a 26 mm pour I'extrait de fruit
rouge(figure 17).

Figure 17: Activité inhibitrice de différents extraits métmolique vis-a-vis les
différents souches fongique testées.
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D’'une maniere générale, il apparait que I'actidtéifongique des extraits de fruits est
plus forte que celle d’extrait des feuilles, desplgette activité est plus prononcée pour

I'extrait de fruit jaune.

Parmi les moisissures testées, il est clair lfusariumest le plus sensible a l'effet de
tous extraits méthanoliques a I'exception de faixtde fruit rouge dont sa meilleure activité

inhibitrice a apparue contRenicillium.

IV.5. Détermination de la concentration minimale irhibitrice (CMI) et les

concentrations minimales bactéricide et fongicide

Les résultats de cette étude qualitative mériteetétude quantitative plus approfondie

pour déterminer la concentration minimale inhibgr(CMI) de nos extraits.

La concentration minimale inhibitrice (CMI) est dahinée par la plus faible

concentration des extraits a laquelle aucune @ogsn’est visible a I'ceil nu
IV.5. 1. Concentration minimale inhibitrice (CMI)

IV.5.1.1. Concentration minimale inhibitrice des &trait vis-a-vis les souches

bactériennes

Nous rapportons dans I@ableau 04) les résultats de la détermination de la
concentration minimale inhibitrice des extraits taslles et de fruits drbutus unedo Laux

trois stades de maturation.
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Tableau 04 :Résultats de la déterminatide la CMI de différents extraits.

Extrait

Gram -

Gram +

CMmI
mg/m

P.
aeruginos

A.
baumanni
i

K.
oxytoca

Salmonell
a

coli

L.
monocytogene

B.
subtilis

9|ine4

100

50

25

12.5

6.25

3.12

+

1.51

+

0.75

+

oA 1INnIH

100

50

25

12.5

6.25

3.12

1.51

0.75

aunel 1ni4

100

50

25

12.5

6.25

3.12

1.51

0.75

abnou 1uni4

100

50

25

12.5

6.25

3.12

1.51

0.75
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En analysant le tableau ci-dessus, il apparaita@MI différe d’'un extrait a l'autre et
d'une bactérie a l'autre, en effet, pour l'extraié feuille, les soucheP. aeruginosa
salmonella sgetL. monocytogenesn’ont été inhibé qu’'a partir la concentration 8€?2
mg/ml , de plusS .aureuset B. subtilis ont été inhibé par les dilution 3.12 et 6.25
respectivement, cependait, baumannii , E.coli et K. oxytocasont plus résistante a I'effet
de cet extrait dont la plus faible concentratistée n’était pas capable de les inhiber.

Les CMI trouvées pour I'extrait de fruit vert etiwiede fruit rouge sont similaires, dont
ces deux extraits sont apparus plus actifs cortipanaent a I'extrait de feuille, ils arrivent a
inhiber toutes les souches bactériennes testéasnpacroncentration minimale supérieure ou

égale & 0.75 mg/ml.

L’extrait de fruit jaune est plus actif vis-a-\#s baumannii, K. oxytoca, Salmonella sp
et E.colidont la CMI est inferieure de 0.75mg/ml. Cependastbactéries Gram + sont les
plus résistantes a I'effet de cet extrait qui njgss$ capable de les inhiber que par une CMI de
12.5 mg/ml.

D’aprés Aligiannis et al. (2001), qui ont établi une classification de I'efficacité& d
I'inhibition des extraits des plantes selon kaleurs de CMI : inhibition modéré varie
de 600 pg/ml a 1500 pg/ml, faible inhibitionyICsupérieure a 1600 pg/ml, on peut dire
gue nos extraits vert et rouge exercent une itibibmodérée sur toutes les souches testées,
tandis que I'extrait de feuilleprésente une faible activité siensemble de ces souches a
I'exception dE.coli D’autre part , I'extrait de fruit jaune exerce umeivité modérée suh
.baumannii, K. oxytoca, Salmonella spE.coli mais posséde une faible activité vis-a®is

aeruginosa, S. aureus, B. subtilis et L. monocytege

La plus haute sensibilité des bactéries Gram pesitcomparativement aux bactéries
Gram négatives peut étre attribuée a la variatieda composition de leurs membranes
cellulaires et leurs arrangements. Il est connu lgaebactéries Gram positives contiennent
une couche externe de peptidoglycane, qui est hawrgére inefficace(Scherrer et
Gerhardt, 1971).
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IV.5.1.2. Concentration minimale inhibitrice des exrait vis-a-vis les souches
fongiques
Les résultats de la détermination des concentstmimimales inhibitrices des extraits
des feuilles et des fruits Atbutus unedo Laux trois stades de maturatieant récapitulés
dans lgtableau 05)

Tableau 05 :Résultats de la déterminatide la CMI de différents extraits.

Extrait CMI A. flavus A. niger | Penicillium| Fusarium
mg/mi
100 - - - -
50 - - - -
25 - - -
12.5 - - -
6.25 - - -
3.12 - - -
151
0.75
100 - - - -
50 - - - -
25 - - - -
12.5 - - - -
6.25 - - - -
3.12 - - - -
1.51 - - - -
0.75 + - + -
100 - - - -
50 - - - -
25 - - - -
12.5 - - - -
6.25 - - - -
3.12 - - - -
151 - - - -
0.75 - - - -
100 - - - -
50 - - - -
25 - - - -
12.5 - - - -
6.25 - - - -
3.12 - - - -
151 - - - -
0.75 + - + -

a|lina4

oA 1INnIH

aunel 1n.4

abnoJ 1ni4
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L’'analyse dutableau 05nous a permis de conclure que l'extrait de fraune est le
plus actif vis-a-vis de tous les moisissures esté effet, il est capable de les inhiber par une
concentration minimale inferieure a 0.75 mg/ml. €agant, I'extrait des feuilles est le moins
actif, dont la CMI deFusariumestde I'ordre de 50mg/ml, de plus, elle est de 3.12mgt
1.51mg/ml poulA. flavus, A. nigeet Penicilliumrespectivement.

Par ailleurs, les extraits des fruits vert et ropgesedent les méme CMI pour tous les
souches étudiées, ou on constate que la CRdmErgillus nigeret Fusariumest inferieure a
0.75 mg/ml, celle poukspergillus flavugt Penicilliumest de 1.51 mg/ml.

En refrénant a la classificationAdigiannis et al. (2001),on peutdire que I'extrait de
fruit jaune a un effet inhibiteur modéré sur tdes moisissures cibles, tandis que, I'effet
d’extrait de feuille est considéré faible pourdmes microorganismes. En outre, I'extrait vert
et celui rouge ont un effet modéré #gpergillus nigeret Fusariummais un faible effet sur

Aspergillus flavugt Penicillium.

IV.5. 2. Concentration minimale bactéricide (CMB) ¢ concentration minimale
fongicide (CMF)

Les subcultures réalisées suite a l'obtention dé4l, @Wnt permis d'observer les

concentrations minimales bactéricides (CMB) etesefbngicides (CMF).

Le tableau 06 et la figure 18 illustrent les résultats de la détermination de la
concentration minimale bactéricide des extraits fdadles et des fruits é&rbutus unedo L.

aux trois stades de maturation ainsi que le rapgpiB/CMI.

Figure 18 :La détermination de la CMB des extraits méthanelsydA.unedo L

34



Chapitre IV

Résultats et discussion

Selon letableau 06 il ressort que les résultats de la déterminatierconcentrations

minimales inhibitrices et celles minimales bactéies sont identiques, de ce fait, le rapport

CMBJ/CMI égale a 1 pour tous les extraits et tolsssouches bactériennes testées.

Il est rapporté que lorsque le rapport CMB / CMaléga 1, I'extrait est bactéricide,

cependant lorsque ce rapport est supérieur axtrdie est bactériostatique. En effet, on peut

conclure que tous nos extraits ont un pouvoir bait& sur toutes les souches bactériennes

cibles.

Tableau 06 :Résultats de CMI et CMB des extraits méthanolicaiesi que les
rapports CMB/CMI

Les Les CMI CMB CMB/CMI | Interprétation
Souches extraits mg/ml mg/ml
Feuille 6,25 6,25 1 Bactéricide
P. F. Vert 151 151 1 Bactéricide
aeruginosa
F. Jaune 3,12 3,12 1 Bactéricide
F. Rouge 1,51 1,51 1 Bactéricide
Feuille 6,25 6,25 1 Bactéricide
A.baumannii | ¢ y/o 075 075 1 Bactéricide
F. Jaune 0,75 0,75 1 Bactéricide
F. Rouge 0,75 0,75 1 Bactéricide
Feuille 3,12 3,12 1 Bactéricide
K. F. Vert 151 151 1 Bactéricide
oxytoca
F. Jaune 0,75 0,75 1 Bactéricide
F. Rouge 1,51 1,51 1 Bactéricide
Feuille 6,25 6,25 1 Bactéricide
Salmonella | ¢ y/o 075 075 1 Bactéricide
Sp
F. Jaune 0,75 0,75 1 Bactéricide
F. Rouge 0,75 0,75 1 Bactéricide
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Feuille 0,75 0,75 Bactéricide
E. F. Vert 151 151 Bactéricide
coli
F. Jaune 0,75 0,75 Bactéricide
F. Rouge 1,51 1,51 Bactéricide
Feuille 6,25 6,25 Bactéricide
L. F. Vert 0,75 0,75 Bactéricide
monocytogenes
F. Jaune 12,5 12,5 Bactéricide
F. Rouge 0,75 0,75 Bactéricide
Feuille 3,12 3,12 Bactéricide
B. F. Vert 0,75 0,75 Bactéricide
subtilis
F. Jaune 12,5 12,5 Bactéricide
F. Rouge 0,75 0,75 Bactéricide
Feuille 12,5 12,5 Bactéricide
S. F. Vert 0,75 0,75 Bactéricide
aureus
F. Jaune 12,5 12,5 Bactéricide
F. Rouge 0,75 0,75 Bactéricide

Les résultats de la détermination des concentatioimimales fongicides des extraits

des feuilles et des fruits Atbutus unedo Laux trois stades de maturatieant récapitulés

dans le(tableau 07)
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Tableau 07 :Résultats de CMI et CMF des extraits méthanoligulesi que les
rapports CMF/CMI.

Les Les CMI CMF CMF/CMI | Interprétation
Souches extraits mg/mi mg/mi
Feuille 3.12 3.12 1 Fongicide
A. flavus F. Vert 1,51 1,51 1 Fongicide
F. Jaune 0.75 21.5 28.67 Fongistatique
F. Rouge 1,51 1,51 1 Fongicide
Feuille 1,51 1,51 1 Fongicide
A. niger F. Vert 1,51 1,51 1 Fongicide
F. Jaune 0,75 0,75 1 Fongicide
F. Rouge 0,75 0,75 1 Fongicide
Feuille 1,51 1,51 1 Fongicide
Pénicillium F. Vert 1,51 1,51 1 Fongicide
F. Jaune 0,75 0,75 1 Fongicide
F. Rouge 1,51 1,51 1 Fongicide
Feuille 50 50 1 Fongicide
Fusarium F. Vert 0,75 3.12 4.16 Fongistatique
F. Jaune 0,75 0,75 1 Fongicide
F. Rouge 0,75 0,75 1 Fongicide

CMF / CMI = 1 (Fongicide) ; CMF / CMI > 1(Fongisiatie).

L’analyse dutableau 07 montre que le rapport CMF/CMI égale a 1 pour ttas

extraits et les souches fongiques cibles a I'exoppte celui d’extrait de fruit jaune vis-a-vis

de A. flavus et celui d’extrait de fruit vert vis-a-viBusarium,ce qui nous a permis de dire

gue tous les extraits méthanoliques exercent @ fefgicide vis-a-vis des souches cibles en

exceptant ces deux derniers qui ont un effet &iagigue suA. flavuset Fusarium.
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Conclusion et perspectives

Conclusion et perspectives

Arbutus unedo L ; est originaire des pays méditerranéens, il resgenégligé, malgré les
différentes études et résultats qui ont montré apite espéce est trés intéressante aussi bien
du point de vue écologique (résistance a la sésberetc) .

De nombreuses recherches scientifiques ont démguérées feuilles et les fruits de cette
plante sont riches en flavonoides et composés figges . En thérapie, ces fruits sont

connus pour ses effets astringents, diurétiques)teteptiques.

Nous avons entrepris une étude d’activité antinfienone des extraits de feuilles et de
fruits d’Arbutus unedo L. aux différents stades de maturation (rouge, jauad) aprés un

dosage des polyphénols et de flavonoides.

L’activité antibactérienne d’extrait méthanolique @oncentration de 0.2g/ml a été
déterminée sur huit souches bactériennes dontscinga Gram négatif et les trois autres sont
a Gram positif, par contre l'activité antifongiqaeété évaluée vis-a-vis quatre souches
fongiques. Ce test est effectué par la méthoddasipiels imbibés par les extraits et appliqués
sur un tapis microbien déja ensemencé sur milieliekidinton ; cette technique nous a
permis de tester l'effet inhibiteur des extraitdemius de feuilles et de fruits. L'étude de
I'activité antimicrobienne a été complétée par dédednination des concentrations minimales

inhibitrices et des celles minimales bactéricid¥B)} et fongicide (CMF).

En ce qui concerne les métabolites secondaires aoens remarqué que les feuilles et
les fruits dArbutus unedo L. sont riches en polyphénols totaux qui atteignientr maximum
pour le fruit vert (180.9 mg EAG/g MS). Le dosagies flavonoides a révélé une
dominance des flavonoides dans I'extrait de les1{30.46 mg EQ/ g MS).

Les extraits méthanoliques ont montré une actat&microbienne trés importante vis-a-
vis les souches bactériennes et fongiques ciblesx; des diamétres d’inhibition cernés entre
1let 26mm. on outre, d’apres les résultats de tarménation des concentrations minimales
inhibitrice, nos extraits vert et rouge exercane inhibition modérée (<0.75 mg/ml) sur
toutes les souches testées, tandis que I'extraieulle présente une faible activité (> 1.6

mg/ml) surl’ensemble de ces souche a I'exceptiok.cbli .D’autre part , I'extrait de fruit
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jaune exerce une activité modérée Auipaumannii, K. oxytoca, Salmonella sp et E.coli mais
possede une faible activité vis-a-Asaeruginosa, S. aureus, B. subtilis et L. monocytogenes.

Par ailleurs, I'extrait de fruit jaune est le phif vis-a-vis tous les moisissures testés, en

effet, il est capable de les inhiber par une commagan minimale inferieure a 0.75 mg/ml.

Cependant, I'extrait de feuilles est le moins aetif outre, les extrait de fruit vert et rouge
posséde les méme CMI pour tous les souches forgigtueiées, ou on constate que la CMI
d’Aspergillus niger et Fusarium est inferieure a 0.75 mg/ml, celle pospergillus flavus et

Penicillium est de 1.51 mg/ml.

Les valeurs trouvées des rapports CMB/CMI confirmmgre tous nos extraits exercent un
effet bactéricide sur toutes les souches bact&gemibles. D’autre part, les valeurs des
rapports CMF/CMI montre aussi que tous les extraits un effet fongicide sur toutes les
souches fongique a I'exception d’extrait de fjaiine et celui de fruit vert qui ont un effet

fongistatique suA. flavus et Fusarium.

Sachant que notre pays posséde une biodiversitéerisean dont chaque plante se
caractérise par un réservoir assez important deabultes secondaires avec des
caractéristiques thérapeutiques et pharmacologiqueeticulieres qui demandent d’étre

exploitées par les recherches , de cet effet rahm® perspectives on propose de :

“ En ce qui concerne l'activité antimicrobienne ilrae intéressant de définir le
mécanisme d’action des substances végétales tenka gur les microorganismes.

< Déterminer des nouvelles substances bioactivesraligs pourront répondre aux
différents problémes de la santé et d’étre unradtéfrdes médicaments synthétiques.

+ Orienter les recherches scientifiques vers la géadin des études approfondies et
complémentaires de I'activité antimicrobienne demposés poly-phénoliques en général et
des flavonoides en particulier.

+«+ Confirmer par des tests uvo l'intérét thérapeutique de cette plante.
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Les Annexes
Annexe 01. Préparation des solutions

» Solution de Mc Farland (Standards de turbidité)

Le standard Mc Farland 0,5 : est notantragiisé lors de la préparation de I'inoculum
bactérien pour les tests de sensibilité aux agentsmicrobiens .L’'une des premiéres
applications des standards de turbidité fut estimelensité des populations bactérienne lors
de la préparation des vaccins. En 1997.

Il sert a la préparation de I'inoculum difution en gélose standardisée, a la macro et
Micro dilution en bouillon, a la procédure par ditun sur disque et aux tests de sensibilité des
microorganismes anaérobie.

Les standards de turbidité se préparanmeélangeant des produits chimiques qui
précipitent pour former une solution de turbidg@noductible.

Il est préparé par ajout d’acide sulfugga une solution aqueuse de chlorure de
baryum, Ce qui entraine la formation d’'un préciplee sulfate de baryum en suspension .Le
standard Mc Farland correspond approximativementuree suspension homogéne
d’Escherichia coli de 1,5xf0cellule par m.

Réactifs

Formule approximative par 100ml d’eau purifiée.
* Acide sulfuriqgue (H2 SO4), 0,8M......ccoiiiiiiiiiiiici e 99,5ml.
e Chlorure de baryum (Ba cl2) 0,048M . R )| =)

* Ladensité optique de la solution (DO) varie deSOﬂnl a 625nm

» Solution d’eau physiologie

Utilisation
Eau physiologie stérile en tube pour utilisatiom@orobiologie.
Description du produit

Eau physiologique stérile utilisable pale nombreuses taches au laboratoire de
Microbiologie. Dilutions échantillons cliniques, asdardisation de turbidité pour son
utilisation dans I'ensemencement et /ou I'idenéifion bactérienne, pour études de sensibilité
aux antibiotiques. Peut étre utilisé pour la diggoh de pastilles d’identification, pour essais
biochimiques, pour réaliser des dilutions de séries concentrations d’antibiotiques.
L'utilisation de tubes permet d'utiliser de petitsdlumes sans risque de contamination.

Composition

e Eaudistillée .............coiiii i nen....1000m1. (Stérilisatica 120°C
pendant 20mn).



Annexe 02.Composition des milieux de culture utilisés pourd mise en évidence de
I'activité antimicrobienne

» Gélose nutritive
La Gélose Nutritive est un milieu largernetilisé pour la culture des microorganismes
peu exigeants. Elle est recommandée dans de nosalsrentethodes standardisées d’analyses
des aliments, des laitages, de I'eau et d’autregyits.

Ingrédients en grammes pour un litre d'eau distitlé déminéralisée.

e Peptone........ccoviiiiiiiiiii 5,00 Ph final & 25°C : 6,8 +/-0,2
» Extrait de viande de boeuf............... 3,00.
o AQAl . 15,00

» Geélose Mueller Hinton
La gélose Mueller-Hinton est le milieurdéérence pour les tests de sensibilité des
germes aux antibiotiques. Sa formulation est conéoaux recommandations du de I'O.M.S.
Elle peut également étre additionnée de sang galiser I'antibiogramme des germes
fragiles, tels quélaemophilus influenzae, Neisseria, Enterococcus sp et Streptococcus
Pneumoniae.

Ingrédients en grammes par litre d'eau distilléel@minéralisée.

* Infusion de boeuf..............cceeiiiiins (3D,

* Peptone de caséine..........cccccevevrnnnnnn 1zésmilieu en flacons ou boites se conserve.
o AMIdON...uiiiiiiiii 1,50 entre 2 et 8°C.

o AQAl .. 17,00.

« ph74.

Annexe 03. Composition des bouillons nutritifs utilisés poura culture des
microorganismes-tests

» Bouillon nutritive
Le bouillon nutritif constitue un miliediutilisation générale pour un grand nombre de
microorganismes ne présentant pas d’exigencescpiaties. Sa formulation répond aux
directives du J.O du 8Aout 1972 pour la rechercl gouvoir inhibiteur intrinséque des
produits cosmétiques.
Sa formule est la suivante :
e Macération de viande 1g.
» (eau distillée +extrait de viande).
e Peptone trypsique 15g.
* NaCL ou KCL 5g.
* Phfinal 7,2-7,4.
e Stériliser & 115°C pendant 20min.



» Bouillon MH
Le Mueller Hinton Broth (bouillon de Ml Hinton) est un milieu polyvalent servant
a la culture d'un grand nombre miécroorganismes exigeants et non exigeants.

Application

Le Mueller Hinton Broth (bouillon de Ml Hinton) est un milieu polyvalent servant
a la culture d'un grand nombre de microorganisnx@geants et non exigeants. Dans cette
formulation, les concentrations en ions calciummetgnésium n'ont pas été ajustées pour
adapter le milieu aux méthodes quantitatives dedisensibilité aux agents antimicrobiens.

Annexe 04. Courbes d’étalonnages
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Figure 1 : Courbe d’étalonnage d’'acide gallique.
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Figure 2 : Courbe d’étalonnage de la quercétine.
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Résumé

Etude de I'activité antimicrobienne des feuilles tedes fruits
d’Arbutus unedo L en trois stades de maturation

Résumé

Arbutus unedo L. est une planteriginaire de la région méditerranéenne, apparteaala
famille des Ericaceae, cette espece connue en Algérie sous le nom deendj ou bien
« Ticisnou ».

Les extraits méthanoliques de feuilles et de drud’Arbutus unedo L. en trois stades de
maturation ont été obtenus par macération. Leserapdts étaient de 15 % pour les feuilles et 12.5
% pour tous les fruits. La teneur en polyphénotauw a été déterminée en utilisant le réactif de
Folin-Ciocalteu, elle est de 94.78 mg EAG/g MS pdiextrait de feuille, 180.9 mgeEAG/g MS,
132.7 mgEAG/g MS et 26.16 mgEAG/g MS pour les etdrde fruit vert, jaune et rouge
respectivement. Les flavonoides ont été évaluésapméthode utilisant le chlorure d’aluminium
(AICI3), sa teneur est estimée a 30.46 mg EQ/ g(®&&Fait de feuille), 11.23 mg EQ/g MS (extrait
de fruit vert),5.9 mg EQ/g MS (extrait de fruit jea) et 2.8 mg EQ/g MS (extrait de fruit rouge).

L’activité antimicrobienne a été déterminé sur hatiuches bactérienneStaphylococcus
aureus (ATCC 25923),Bacillus subtilis (ATCC 21332),Listeria monocytogenes (ATCC 25922) ,
Escherichia coli (ATCC 25922), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Salmonella sp,
Klebsiella oxytoca (ATCC 25922), Acinetobacter baumannii (ATCC 19606) , et quatre souches
fongiques :Aspergillus niger , Flavus , Penicillium et Fusarium selon la méthode de diffusion sur
disque et pour l'affirmation, les concentrationmimales d'inhibition (CMI), les concentration
minimales bactéricide et fongicide ont été détedmm Les résultats obtenus confirment que tous
les extraits méthanoliques étudiés posséedent ungt@@antimicrobienne plus ou moins prononcée

sur toutes les souches étudiées.

Mots clés: Arbutus unedo L., extraits méthanoliques , polyphénols ,flavoesid@ctivité

antimicrobienne.



Résumé

Study of the antimicrobial activity of leaves and ffuits
Arbutus unedo L .in three stages of maturation

Abstract

Arbutus unedo L., is an evergreen small tree in the Ericaceaelyamidely distributed in
the Mediterranean region, in Algeria, this spe&mswn under the name of "Lend;" or "Ticisnou".

The methanolic extract of leaves and fruits of litisunedo L. at three ripening stages were
obtained by maceration. The yields were 15 % éavés and 12.5 % for all fruits. The total
content of polyphenols was given by using Folingaiteu reagent, it is 94.78 Mg GAE/g DM for
leaves extract, 180.9 mg GAE/g DM, 132.7 mg GAEM Bnd 26.16 mg GAE/g DM for the
green, yellow and red fruit extracts respectiveBlavonoids were evaluated by the method using
aluminium chloride (AICI3), its content is estimdtat 30.46 mg QE/g DM (leaves extract), 11.23
mg QE/g DM (green fruit extract), 5.9 mg QE/g DMellpw fruit extract) and 2.8 mg QE/g DM
(red fruit extract).

Antimicrobial activity was evaluated against eighb#cterial strains Saphylococcus aureus
(ATCC 25923), Bacillus subtilis (ATCC 21332), Listeria monocytogenes (ATCC 25922),
Escherichia coli (ATCC 25922) Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Salmonellas sp,
Klebsiella oxytoca (ATCC 25922) Acinetobacter baumannii (ATCC 19606), and four fungi strains
:Aspergillus Niger, Flavus, Penicillium andFusarium according to the method of disc diffusion and
for the affirmation, the minimum inhibitory conceaion (MIC), the minimum bactericidal and
fungicidal concentrations were evaluated. The olethiresults confirm that all the studied

methanolic extracts have an antimicrobial actiwigre or less marked on all the studied stocks.

Key words: Arbutus unedo L., methanolic extracts, polyphenols, flavonoids,marobial

activity.



Résumé

4S) 9811 g i) (3150 e il g pSaal) cilalian Jaldi Al o
galll Jal pa & (e, Unedo L kil

padlal

¢ Ericaceae 4aila Al 3 sy s siall a1 sl dihiad a1 @lill Arbutus unedo L.
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25923), Bacillus subtilis (ATCC 21332),Listeria monocytogenes (ATCC 25922)
Escherichia coli (ATCC 25922), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853),
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