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Résumé :

Les fongicides ont des effets graves sur la santé humaine notamment en provoquant
des cancers, justifient la recherche de nouvelles stratégies de lutte contre les champignons
phytopathogénes. A cet effet, les potentiels antifongiques de deux plantes médicinales
populaires (Marrubiumvulgare et Artémisia herba alba), recueillies a partir du nord-est de
I’Algérie (ElHamadia et Hasnaoua de la wilaya de Bourdj Bou Arreidj) ont été évalués en
utilisant la diffusion sur milieu gélosé. L’extraction hydraulique et méthanolique de ces
plantes permet d’obtenir les composées bioactifs. Le rendement est optimal avec les extraits
aqueux d’A. harba alba et M. vulgare, qui atteignent respectivement 14,39% et 9,09%. Quant
aux extraits méthanoliques, leurs rendement est de 7,81% pour A. harba alba et 6,93% pour
M. vulgare. L’analyse phytochimique qualitative des extraits indique une richesse en
flavonoides et en saponines dans les extraits aqueux, tandis que 1’extraits méthanolique d’ A.
herba alba contient des tanins. La quantification des polyphénols totaux a révélé des valeurs
plus élevées que I’extrait méthanolique de M. vulgare, soit6,23 mg EAG / mg d’extrait sec.
En ce qui concerne les flavonoides, 1’extrait aqueux de M. vulgare a montré une teneur de
0,71 ug EQ /mg d’extrait, suivie par A. herba alba avec 0,67. Les résultats obtenus de
’activité antifongique montrent que les extraits méthanoliques de M. vulgare et A. herba
albaont une activité importante vis-a-vis Alternariasp, Penicillium spet Candida albicans. En
fait, les zones d'inhibitions maximales et les valeurs de la CMI sont aux alentours de 30-25-
18-19 mm a 300 mg/ml et 50mg/ml respectivement. De plus, 1’extrait aqueux d’A. herba alba
est actif seulement contre Alternariasp avec une CMI de 200mg/ml. D’apres les résultats
obtenus A. herba alba présente une activité fongicide, tandis que M. vulgare présente une

activité fongistatique.

Mots clés : activité antifongique, extrait méthanolique, extrait aqueux, A. herba alba,M.
vulgare, CMI, CMF.



Abstract :

Fungicide has serious effects on human health, particularly by causing cancer, justifying
the search for new strategies to combat phytopathogenic fungi. For this purpose, the
antifungal potentials of two popular medicinal plants (Marrubium vulgare and Artemisia
herba alba), collected from the no rest of Algeria (El Hammadia et Hasnaoua of the wilaya
Bordj Bou Arreridj) were evaluated using the diffusion on agar medium. The hydraulic and
methanolic extraction of these plants makes it possible to obtain bioactive compound. The
yield is optimal with aqueous extracts, of A. herba alba and M. vulgare, wich reach 14.39%
and 9.09% respectively. As for the methanolic extracts, their yields 7.81% for A. herba alba
and 6.93% for M. vulgare. Qualitative photochemical analysis of the extracts indicates
richness in flavonoides and saponins in the aqueous extracts, while the methanolic extracts of
A. herba alba conain tanins. Quantification of total polyphenol revealed higher values than
the methanolic extract of M. vulgare, 6.23mg EAG /mg dry extract. Regarding flavonoids, the
aqueous extract of M. vulgare showes a content of 0.71ug EQ/mg of extract, followed by A.
herba alba with 0.67. Theresults obtained for the antifungal activity show that the methanolic
extracts of M. vulgare and A. herba alba have significant activity against Alternariasp,
Penicillium sp, and candida albicans in fact the maximum inhibition zones and MIC values
are around 30-25-18-19mm at 300mg/ml and 50mg/ml respectively. In addition, the aqueous
extract of A. herba alba is only active against Alternaria sp with a MIC of 200mh/mi
According to the results obtained A.herba alba presents fungicidal activity, while M.vulgare

presents fungistati cactivity.

Key Words: antifungal activity, methanolic extract, aqueous extract, A. herba alba, M.
vulgare, CMI, CMF.
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Introduction générale

Les infections fongiques, comme celle provoquées par Aspergillus Alternaria,
Botrytis et Candida, représente un probléme de santé publique croissant, avec une résistance
accrue aux traitements conventionnels et une incidence en hausse. La résistance émergente
aux antibiotiques et la transformation de souches environnementales en agents pathogenes
contribuent a ces recrudescences. La recherche actuelle se tourne vers ’utilisation naturel et
traditionnel en mettant an avant les plantes médicinales qui montré diverses activités
biologiques, telle que des effets antifongique, antibactériens et antioxydants, utilisées
largement dans des secteurs comme [’alimentation, les parfums, les cosmétiques, la
pharmacie et 1’agroalimentaire, ces extraits végétaux peuvent inhiber la croissance et la
production de toxines de divers agents pathogenes responsables d’infections alimentaires
(Aoudadhi et al., 2013). Les métabolites secondaires des plantes sont bien connus depuis
longtemps pour leurs bienfaits phytothérapeutiques, mais récemment, leur activité biologique
et leurs propriétés antioxydants suscitent également un intérét croissant (Bouchenak et al.,
2018). Pour cette raison, I’intérét d’utilisation des antifongiques et antimicrobiens d’origine
naturelle a considérablement augmenté. Dans diverses plantes médicinales, différentes

molécules bioactives, terpénoides, ont été identifiées.

Marrubium vulgare L. (Lamiaceae), généralement connue sous le nom « Horehound
», riche essentiellement en composés phénoliques, est employée couramment dans la
médecine traditionnelle pour guérir certaines maladies (Berroughui et al., 2006, Elberry et al.,
2011, Pukalskas et al., 2012). Marrubium vulgare possede des effets hypoglycémiants et
hypolipidémiants (Elberry et al., 2011) (par une stimulation de sécrétion d’insuline par les
cellules B-pancréatique), vasorelaxant et antihypertensif (El-Bardai et al., 2004),
anticholinestérase contre 1’acétylcholinestérase et butyrylcholinestérase (Orhan et al., 2010),
antioxydant et antimicrobien (Pukalskas et al., 2012) , antispasmodique, anti-inflammatoire,
analgesique (Pukalskas et al., 2012, Stulzer HK et al.,2006). 1l possede les activités tonique,
aromatique, stimulante, expectorante, diaphorétique et diurétique (Ahmed et al., 2008). C’est
également un ingrédient des pastilles contre la toux, par exemple, Ricola® (Pukalskas et al.,
2012) . 1l a été tres employé dans les affections hépatiques (Ahmed et al., 2006). Le principe
actif principal de cette plante a été identifié en tant que marrubiine, un diterpene labdane
furanique (Stulzer et al., (2006).

D’autres composés sont présents dans la plante, parmi lesquels on peut citer ’acide

caffeoylLmalique, 1’actéoside, I’arénarioside, le forsythoside B et le ballotétroside (Sahpaz et

1
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al., 2002), le vulgarol, le Bsitostérol (Ahmed et al., 2008) , le lupéol, 1’apigénol et la
ladanéine ( Nawwar et al., 1989 , Pukalskas et al ., 2012) . De méme, les extraits de M
.ulgare riche en polyphénols et flavonoides (Ghedadba et al., 2014).

Ce genre comporte quelque 40 espéces, en Algérie, on trouve 6 especes différents au
sein de ce méme genre : Marrubium vulgare appelée marrube blanc, répandue au nord du
pays, a I’est Algérien est appelée El marioua" Marrubium supinum, Marrubium peregrinum,
Marrubium alysson, Marrubium alyssoide et Marrubium destri de Noé trés présente au Sahara
utiliser surtout dans la région de Ghardara et Ouargla contre les piqures des scorpions (Quezel
et Santa, 1963, Ghedadba, 2017).

Artemisia herba alba est une plante herbacés a tiges ligneuses et ramifies, mesurant
30 a 50 cm hauteur, tres feuilles et possédent une souche épaisse. Ses feuilles sont petites,
blanches et laineuses, donnant un aspect argente. Les fleurs sont regroupées en grappes avec
des capitules trés petites et ovoides, mesurant de 1.5 & 3 mm de diamétre (Bezza, 2010). Les
armoises qui sont d’un genre polymorphe comportent preés de 250 espéces dans le monde. Sur
les 47 taxons : 20 sont présent au Maghreb et au Sahara (12 au Maroc, 10 en Algérie, 6 en
Tunisie 5 en Libye, et 4 en Egypte). Ce sont des d’abord les especes communes aux rivages
nord et sud du bassin meéditerranéen : Artemisia arborescens, A.herba-alba, A.absinthium,
A.vulgaris, A.campestrissubsp.glutinosa, A.verlotorum, A.scoparia puis les especes de rivages
sud : A.atlanticavar.typica, A.judaica.subsp. sahareinsis, A.albasubsp .chitachensis
Aatlanticavar . maroccana, A.flahautti, A.ifranensis, A.mesatlantica. A.negrei. A.reptans.
A.alba subsp. Kabylica, A.varia-billis, A.-monosperma (Elazzouzi et al., 2018).

Plusieurs métabolites secondaires ont été isoles et identifies de [’Artemisia herba
alba dont les plus importantes sont les sesquiterpenes lactones tels que les eudesmanolides et
les germacranolides (Abou El-Hamd et al., 2013). Les flavonoides détecte dans 1’armoise
présentent une large gamme de structures, allant des types communs comme les flavones
glycoside et les flavonols jusqu’aux des flavonoides méthyles, qui sont assez inhabituels .les
flavonoides incluent des o-glycosides comme les quercitine-3-glucoside, ainsi que c-glycoside
qui sont rares dans le genre Artemisia, et dans I’ensemble de la famille des astéracées (Salah
et Jager, 2005). En plus des sesquiterpenes lactones et des flavonoides 1’analyse
phytochimique sa montres que la composition des huiles essentielles de [’Artemisia herba
alba est riche en mono terpénes, tri terpénes penta cycliques, santonines, coumarines et tanins
(Abou EI Hamd H et al., 2010).



Introduction générale

La plante Artemisia herba alba utilisée dans La médecine traditionnelle arabo-
musulmane, qui est réputes pour ces propriété bénéfique pour les désordres gastrique et
comme vermifuge pour le bétail. C’est intéressant de voir comment différents cultures ont
développes leurs propres traitement pour les problémes de santé similaire. L’armoise blanche
semble étre une plante aux propriétés pharmacologiques diverses, selon les études ethno
pharmacologique citées. Ses bienfaits potentiels incluent son efficacité contre le diabéte en
raison de ses propriétés hypoglycémiantes, ainsi que contre 1’hypertension. De plus, elle
pourrait avoir des effets emménagogues, utiles dans certaine situation. Les extraits aqueux de
cette plante montrent ¢galement un large éventail d’activités bénéfique, notamment contre la
leishmaniose, les dommages génétiques, les infections bactériennes et les spasmes musculaire
(Bezza et al., 2010).A .herba alba présente une efficacité d’activité antifongique de certains
champignons phytopathogénes (Alternaria.sp et Fusarium sp), ces substances naturelles
doivent étre développées comme des alternatives a I’utilisation de produits chimiques en
agriculture (Salhi et al., 2017).

L’objectif principal de notre étude est d’¢lucider in vitro 1’activité antifongique du
Marrubium vulgare et Artemisia herba alba (des feuilles) contre quelques espéces fongiques.
Le deuxieme but de cette étude est de déterminer leurs compositions phytochimiques.
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Chapitre I . Matériels et méthodes
I .1.0bjectif d’étude

L’objectif de notre travail est de tester in vitro 1’activité antifongique des extraits
(aqueux et méthanolique) de deux plantes spontanées : Marrubium vulgare et Artémisia herba alba
a ’égard de certains champignons. Il s’agit d’une étude s’étendant sur une durée de trois mois,
réalisée au sein des laboratoires de Microbiologie et de Biochimie de la Faculté des Sciences de la
Nature et de la Vie et des Sciences de la Terre et de 1’Univers (Mohamed EI Bachir EI Ibrahimi,
Bordj Bou Arreridj).

1.2. Matériels
I .2.1. Matériels non-biologiques

L’ensemble de matériels non biologiques utilisé pour réaliser cette étude est résumé

dans I’annexe 01.
I .2.2. Matériels biologiques
I .2.2.1. Matériel végétal

Le matériel végeétal utilisé dans cette étude est composé de feuilles de Marrubium
vulgare et d’Artemisia herba alba. Ces plantes ont été récoltées dans la région de Bordj Bou
Arreridj, située au nord-est de 1’ Algérie, entre les latitudes 35° et 37° nord et les longitudes 4° et 5°
est. M. vulgare a été récolté dans la région de Hasnaoua, au nord de Bordj Bou Arreridj (figure01).
Cette plante est couramment utilisée dans la médecine traditionnelle de la région. De plus, le climat
de cette région, caractérisé par des étés chauds et des hivers modérés, favorise également la
croissance de M. vulgare. Quant a A. Herba alba, elle a été récoltée dans la région d’El Hamadia,
située au sud de Bordj Bou Arreridj. Cette région bénéficie d’un sol fertile avec du bon drainage, ce
qui favorise la croissance de cette plante. Le climat méditerranéen de la région, caractérisé par des
étés chauds et secs ainsi que des hivers doux et humides, crée des conditions idéales pour obtenir
une bonne qualité et un bon rendement. Les deux plantes ont été récoltées en février 2024. Une fois

le matériels végétal a été lavé et séché a I’air libre dans un endroit sec pendant 15 jours (figure 02).
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Figure 01: Localisation géographique des zone de récolte de:[L] Marrubium vulgare

(Hasnoua),l Artemisia herba alba (EI hammadia).

Figure 02 : Matériels végétal : Marrubium vulgare (A), Artémisia herba alba (B).

Aprés le séchage, les deux plantes sont broyées en poudre (figure 03). Cela permet
d’augmenter la surface de contact avec le solvant, ce qui favorise de meilleurs rendements

d’extraction sans nécessiter un temps d’extraction prolongé.
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Figure 03 : Matériel végétal broyé de Marrubium vulgare (A) et Artémisia herba alba(B).

I .2.2.2.Souches fongiques

La souche fongique (Candida albicans) est issue de prélévement d’un patient a partir
le laboratoire d’analyses médicale Djoudi a Bordj Bou Arreridj. Les souches (Penicillium. sp,
Aspergillus. sp, Alternaria. sp, Cladosporium. sp et Botrytis. sp) sont isolées des fruits infectés
présentant les pourritures au niveau de laboratoire de Microbiologie de Faculté.

I .3. Méthodes

I .3.1. Préparation des extraits
I .3.1.1. Préparation des différents extraits méthanolique

A partir de la poudre obtenue aprés broyage des deux plantes (Artemisia herba alba
et Marrubium vulgare), nous avons préparé les différents extraits méthanolique. Un gramme de
broyat a été extrait séparément en 1’agitant avec 10 ml de méthanol pur pendant 30 min. Chaque
extrait a ensuite été conservé pendant 24 h a 4° C, filtré a travers un papier filtre et stocké dans des
boites en verre stériles. Ensuite, les extraits ont été secher a une température de 40°C et I’extrait

obtenu a été récupéré apres grattage (figure 04). (Aouadhi et al.,2013).

Agitation pendant 30min | Filtration par papier | séchage dans des boites en

filtre. verre stérile

Figure 04 : Etapes de préparation d’extraits méthanoliques.
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Poudre de plante seche broyée (19)

't;O m: Extraction
methanol pur . avec agitation
Maintenu pendant pendant
24 h a4°C 30min

Filtration et stockage
a4d°cC

Résidu végétale Extrait
méthanoliaue

Figure 05 : Etapes de la préparation des extraits méthanoliques.
I .3.1.2. Préparation des différents extraits aqueux

Aprés avoir séché et broyé la partie aérienne des deux plantes (Artemisia herba alba
et Marrubium vulgare), prendre 10 g de poudre végétale et I’ajouter a 100 ml d’eau distillée.
Laisser pour I’extraction avec une agitation (200rpm/min) pendant 2 heures (Razak et al., 2009).
Filtrer le mélange a travers un filtre en papier et récupérer le filtrat. Transférer le liquide obtenu
dans des boites en verre stériles, puis sécher a une température de 40°C. Enfin, récupérer I’extrait
obtenu en le grattant (figure 06).
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Agitation Filtration Séchage a T=40°C

Figure 06 : expérimentation de macération d’extrait aqueux

Poudre de la plante séche broyée (109)

?
/ |

100 ml eau - Extraction avec

\ distillé . agitation

Filtration L pendent 2 H
Résidu végétale j

Figure 07 : Etapes de préparation des extraits aqueux d’Artemisia herba alba et Marrubium

Extrait aqueux

vulgare.
I .3.4. Détermination du rendement des extraits

Selon (Abe et al.,2010) Le rendement est défini comme étant le rapport entre la masse de
I’extrait sec obtenu apes évaporation du solvant et la masse de la poudre végétale utilisée il est

calculé par I’équation suivant :
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R(%) = [Me/Mv] x100

R% : rendement des extraits exprimés en pourcentage (%).
Me : La masse de I’extrait sec.

Mv : La masse de la poudre végétale.

I 4. Tests phytochimiques

Ce sont des techniques permettant d’identifier les divers groupes chimiques présents dans
un organe végétal grace a des réactions physicochimiques, on peut mentionner les alcaloides, les
polyphénols (tels que les flavonoides, les anthocyanes et les tannins), les saponosides, les stéroides

et les terpénes (Sanogo et al. ,2016).

I .4.1 Détection des polyphénols

I .4.1.1. Détection des tanins

Ajouter 0,5ml d’extrait a 1ml d’eau distillée, puis ajouter environ 1a 2 gouttes de
solution de FeCL3 (1%). Si une couleur bleu foncé apparait, cela indique la présence des tanins

galliques, tandis qu’une couleur bleu indique la présence de tanins
I .4.1.2. Détection des anthocyanes

Ajouter 1 ml de I’extrait & 3 ml de H2SO4 (10%) et 1ml de NH4OH (10%). Si une

couleur bleue apparait, cela indique la présence d’anthocyanes.
I .4.1.3. Détection des flavonoides

Ajouter 3 ml de I’extrait a 4 ml de chlorure d’aluminium (1% méthanol). Une

coloration jaune foncée indique la présence de flavonoides.
I .4.1.4. Détection des saponosides

2 ml d’eau distillée + 2 ml d’extrait. Apres 1’agitation, 1’apparition d’'une mousse

indique la présence de saponosides.
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I 4.1.5. Détection des terpenes (stéroides)

Mélanger 5 ml d’extrait avec 5 ml d’anhydride acétique et 0,5 ml d’acide sulfurique
concentré. Le changement de la couleur, passant du violet au bleu puis au vert, indique la présence

des stéroides (Sanogo et al.,2016).
I .4.6. Dosage des polyphénols

Selon la méthode de Folin-Ciocalteu, 200 ul de chaque extrait et de standard ont été
mélangés a 1ml de réactif de Folin-Ciocalteu dilué dix fois et a 2 ml d’eau puis incubés a
température ambiante pendant 4 minutes. Aprés I’ajout de 0,8 ml de bicarbonate de sodium a 7,5
% dans le mélange, les polyphénols ont été déterminés aprés 2 heures d’incubation a température
ambiante. L’absorbance de la couleur bleue a été mesurée a 765 nm (figure8). La quantification a

été effectuée en utilisant une courbe standard d’acide gallique.

Figure 08 : Dosage des polyphénols
I .4.7. Dosage des flavonoides

1 ml de chaque extrait et de standard a été ajouté a 1 ml de solution d’AlClz (2%
dissous dans le méthanol). Aprés 5 minutes, I’absorbance a été mesurée au A = 430nm. Les

concentrations des flavonoides ont été déduites a partir de la courbe d’étalonnage établie avec la

quercitrine (5-20pg/ml) (Ghedadba B et al.,2014).
I 5. Isolement et identification des agents pathogenes
I .5.1. Isolement des moisissures

Des échantillons de moisissures ont été identifiés a partir de morceaux de tomates

infectées (figure09). Les échantillons de tomates ont été découpes en petits morceaux de moins de

10
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10 mm de diametre, comprenant a la fois des zones saines et blessées, a 1’aide d’un rasoir stérilisé.
Ces fragments de tissus obtenus ont ensuite été déposés de maniére aseptique dans des boites de
Pétri contenant un milieu de culture a base de pomme de terre et de glucose (PDA) (Annexe2)
avec quelques gouttes d’antibiotique gentamicine pour empéche la croissance des bactéries, a
raison de quatre a cinq morceaux par boite. Le PDA est utilisé pour ensemencer et purifier les
souches fongiques. Les boites sont ensuite fermées avec du para-film et incubées a 28 °C pendant
72 heures (Bessadat et al., 2014).

Figure 09 : isolement des champignons a partir la tomate

La purification des isolats obtenus est réalisée afin d’obtenir des souches pures. Chaque isolat
développé est d’abord purifié dans des boites de pétri contenant le milieu PDA sans antibiotiques
et ensuite conserve a 4°C (figurel0).

Incubation

28°C/ 72h

FigurelO : purification et repiquage des champignons sur PDA

11
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I .5.2. Identification des moisissures

Les isolats d’intérét ont été caractérisés et identifiés au niveau du genre a partir des
caractéres macroscopiques culturaux (forme, taille, couleur, aspect, contour), complétée par un
examen microscopiques effectué entre lame et lamelle/scotch des cultures ayant servi a I’étude des
caractéristiques culturales (aspect du mycélium, les spores, des conidiospores) (figure 11).
(Compaore et al.,2016).

Figure 11 : L’examen microscopique effectué par la technique de scotche

I .6. Evaluation de activité antifongique des extraits in vitro
I .6.1. Préparation de I’inoculum

A partir d’une culture pure sur milieu d’isolement on prépare une suspension sporale
dans I’eau physiologique stérile. La charge sporale doit étre équivalente a une densité optique de
0,5 a 1, ce qui correspond approximativement a une concentration de 10°spore/ml (selon la norme

Mac Farland), mesurée a une longueur d’onde 4 = 525 nm.
I .6.2. Activité antifongique

En utilisant la technique de diffusion en milieu gélosé (méthode des puits), des
boites de Pétri contenant du milieu Sabouraud ont été ensemencees par une suspension
microbienne (fongique). Aprés avoir laissée sécher la surface de la boite, des puits ont été formeés
a I’aide d’une pipette Pasteur et chaque puits a été rempli avec 10ul de chaque extrait (aqueux et
méthanolique), chaque extraits est dilu¢ dans les solvants utiliser pour 1’extraction en ce qui
concerne 1’eau distillée stérile pour I’extraits aqueux et le méthanol pour I’extrait méthanolique.

Les biotes de Pétri ont ensuite été incubées a une temperature de 28°C pendant 48 heures, et le

12
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pouvoir antifongique des extraits a été évalué en mesurant le diamétre d’inhibition (figure 12)
(Benabdelkader et Dellaoui, 2023).

Boite de pétri —l

Extrait aqueux —>. ‘

Extrait méthanolique —» e @

Croissance fongique —~—» ]
zone d’inhibition Témoin

Figure 12 : test de sensibilité (méthode des puits).

I .6.3. Détermination de la concentration minimale inhibitrice

La CMI ou la concentration minimale inhibitrice, désigne la concentration la plus
faible d’une substance ou aucune croissance visible des micro-organismes n’est détectable a 1’ceil
nu apreés une période d’incubation de 18 a 24 heures. La CMI est déterminée en observant le
trouble provoqué par la croissance des micro-organismes dans chaque tube, et correspond a la

concentration minimale ou aucun trouble n’est perceptible visuellement (Toty et al.,2013).
I .6.3.1. Méthode de CMI en milieu liquide

La préparation d’une série de concentrations de quatre extraits est nécessaire (quantité
d’extrait / volume de solvant appropri€). Les concentrations requises sont les suivantes : 50mg/ml,
100mg/ml, 200mg/ml, 250mg/ml, 300mg /ml. (Benmeddour et al.,2015). La méthode consiste a
transfére 100ul de chaque dilution préparée dans cing tubes a essai contenant le milieu de culture
PDB (5ml), ainsi que 100ul de chaque souche fongique, un tube témoin contenant 100ul de
suspension fongique et 5ml de milieu PDB. La CMI est déterminée apres une incubation de 48h a
28°C (figure 13).

I.6.3.2. CMI en milieu solide

La méthode des puits est la plus utilisée et la plus facile pour évaluer I’efficacité
antifongique des extraits. On utilise le milieu PDA avec une addition dantibiotique, placé dans
des boites Petri.Ensuite, on applique 1ml de suspension sporale a la surface de la gélose . Une fois

le séchage terminé, on réalise 5 puits de Smm dans chaque boite afin d’y introduire une quantité

13
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spécifique d’extrait . chaque puits contient une quantité de 10ul d’extrait de concentration
différente (50mg/ml, 100mg/ml, 200mg/ml, 250mg/ml, 300mg/ml). Une boite témoin est

également préparée, contenant seulement la souche a tester (Sanogo et al.,2016).

{ o extrait M (Aq) o
\/

préparation des
concentration

C1= 50mg/ml

C2= 100mg/ml
C3= 200mg/ml
C4= 250mg/ml

C5= 300mg/ml 1 c5
100ul
incubation a 28°C
ml Pdb+ 100 ul Sp w0 qant 24h a 48h
1 —
- turbidité
Alt PncCon Tm - gradiation des couleurs
-D.O
- |
—_——
100 ul

incubation a
28 °C pendent 48 H

CMI PDA

Figure 13 :Schéma représentatif de la CMI F (concentration minimale inhibitrice fongique) sur
milieu liquide. ( Alt :Alternaria, Pnc :Penicillium, Con :Condida, Tm : Témion, Sp : Suspension

sporale, D.O : Donsite optique, extrait M(aq) : I’extrait aqueux de Marrubium vulgar) .
I .6.4. Concentration minimale fongicide

La CMF correspond a la plus petite concentration a partir de laquelle aucune
croissance mycélienne n’est observée dans le tube, ce qui représente une inhbition de 99,99%

par rapport au tube témoin de contrdle de croissance ou inversement, il s’agit du tube qui laisse
14
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une survie de 0.01 % par rapport au tube témoin de contrdle de croissance. Elle est déterminée par
un test de stérilité du tube correspondant a la CMI en ensemencant un échantillon prélevé a la

concentration de la suspension de ce tube sur une boite de Petri contenant le milieu PDA (Yapi et
al.,2018).

15
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Chapitre II : résultats et discussions
I .1. Résultats

Il .1.1. Analyse des résultats des extraits de Marrabium vulgare et Artemisia herba alba

Chaque extrait a eté caractérisé par son rendement, son aspect et sa couleur par rapport a la poudre

séché. Ces elements sont présentés dans la (figure 14).

En ce qui concerne 1’aspect, on observe que les extraits aqueux de M. vulgare ont une apparence
huileuse tandis que les extraits méthanolique des plantes ont une texture visqueuse. L’extrait
aqueux d’A.herba alba se présente sous forme de poudre. En ce qui concerne la couleur, on
remarque que les extraits aqueux et méthanolique de M. vulgare sont respectivement de couleur
vert olive et brune, tandis que les extraits aqueux et méthanolique d’A. herba alba ont une couleur

miel et vert foncé, respectivement.

Art (méth) Mar (méth) Mar (aq)

Figure 14 : les déférents extraits préparés d’Artemisia herba alba et Marrubium vulgare.

Art (méth) : Artemisia herba alba méthanolique, Art (aq) : Artemisia herba alba aqueux, Mar

(méth) : Marrubium vulgare méthanolique, Mar (aq) : Marrubium vulgare aqueux.
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A.MH M.MH
7,81% 6,93% _

A.AQ14,3
9%

9,09%

Figure 15 : Représente le rendement d’extraction de M. vulgare et A.herba alba.

Les résultats présentées dans (la figure 15) montrent que 1’extrait aqueux donnent les
rendements les plus éleves (14.39%) et (9.09%) pour la plante Artemisia herba alba et
Marrubium vulgare respectivement. cependant, I’extraction a méthanol a conduit a un rendement
faible de (7.81%) et (6.93%) pour Artemisia herba alba et Marrubium vulgare, respectivement.
Nous pouvons dire que les solvants polaires ont la capacité de se diffuser a I’intérieur de la
poudre végétale, d’atteindre la matrice végétale et donc de récupérer un maximum des
métabolites. En revanche, les solvants apolaires, ne sont pas miscibles avec 1’eau, ne sont pas
capables d’extraire autant des molécules bioactives en raison de la présence d’eau dans les tissus

végétaux.
Il .1.2. Testes phytochimiques

Il .1.2. 1. Testes phytochimiques qualitative

La phytochimie qualitative est basée sur des réactions colorées ou des précipitations
par des réactifs chimiques spécifiques réalisées sur les extraits aqueux et méthanoliques
d’Artemisia herba alba et Marrubium vulgare. Le résultat de ce criblage phytochimique est
résumé dans le tableau O1. 1l révele la présence ou 1’absence d’un groupe de métabolites
secondaire. Nous avons effectivement testé cing groupes de composés bioactifs, a savoir : tanins,

anthocyanes, flavonoides, saponines et stéroides.

Nous remarquons que les extraits aqueux d’A. herba alba et M. vulgare sont riches
en flavonoides et en saponines, et contiennent une faible quantité de stéroides .en revanche,

I’extrait méthanolique d’A4. herba alba est riche en tanins, et contient une quantité de stéroide

17
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tandis que I’extrait méthanolique de M. vulgare ne contient que des stéroides, sans aucune trace

Tableau I : Teste phytochimiques des extraits aqueux et méthanoliques d’A. herba alba et M.

vulgare.
xtraits
G. Colorations A (aq) A (méth) M (aq) M (méth)
chimique
Flavonoides | Jaune foncée ++ - +++ -
Tanins Bleu noir - +++ - -
Saponines L’apparition d’un | +++ - +++ -
mousse
Stéroides changement de la | + + + +
couleur violette qui
vire au bleu puis
ou vert
Anthocyanes | Bleu - - - -
+++ : Fortement positif ++ : Moyennement positif ~ + : faiblement positif - : négatif
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Figure 16 : Résultats de test phytochimique des extraits aqueux et méthanolique d’Artémisia

herba alba et Marrubium vulgaire.
A : Saponines, B : Stéroides, C : Tanins, D : Flavonoide
Il .1.2.2.Analyse quantitative des extraits de M. vulgare et A. herba alba

Afin d’obtenir des informations précises sur la concentration de certains principes
actifs présents dans les extraits, un dosage quantitatif a été réalisé. Les molécules bioactives
mesurées incluent les flavonoides et les polyphénols, car ils sont largement répandus dans le

regne végétal et responsable de la plupart des activités biologiques étudiées.
Il .1.2.2.1. Dosage des polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols a été réalisé selon la méthode de Folin-Ciocalteu, en
utilisant comme standard 1’acide gallique dont la concentration a été établie en (mg/l) (Ghedadba
B et al.,2014). La teneur en polyphénols totaux des différents extraits préparés a partir de M.
vulgar et A. herba alba est déduite a partir de la droit d’étalonnage établie par 1’acide gallique
(figurel7), Les résultat sont été exprimés en milligrammes d’équivalents d’acide gallique (EAG)

par mg d’extrait.
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Figure 17 : Droite d’étalonnage de 1’acide gallique

Les résultats du dosage des polyphénols totaux dans les extraits des plantes M.

vulgare et A. herba alba sont présentés dans 1I’histogramme (figurel8) On remarque que

I’extrait méthanolique de M.vulgare contient une teneur élevée de 6.23 mg EAG/mg d'extrait

sec, suivi par I’extrait méthanolique d’A. herba alba avec 5.67 mg EAG/mg d'extrait.

L’extrait aqueux de M.vulgare et ’extrait aqueux d’A. herba alba présentent une teneur

moyennement faible de

respectivement.

565 mg EAG/mg dextrait et 5.6 mg EAG/mg d'extrait,
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Figurel8 : Teneur des polyphénols totaux dans les extraits de M. vulgare et A. herba alba.

Mar (aq) : M. vulgare aqueux, Mar (méth) : M. vulgare methanolique, Art (aq) : A. herba alba

aqueux, Art (méth) : A ; herba alba méthanolique.
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IT. 1. 2.2.2. Dosage des flavonoides

La teneur en flavonoide, déterminée & partir de la gamme étalonnage établie par
quercétine a 430 nm (figurel9), est exprimée en pg d’équivalent de quercétine par milligramme

d’extraits (ug EQ/mg d’extrait).
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Figure 19 : Courbe d’étalonnage de la quercétine.

Le taux des flavonoides dans les feuilles de M. vulgare montre que I’E Mar(aq) tres
riche qui contient 0.71pg EQ/mg d’extrait, suivi par I’E Mar(méth) avec 0.471 pg EQ/mg
d’extrait, par contre le taux des flavonoides dans les feuilles de A. herba alba révélé que I’E
Art(méth) présent une quantité de 0.67 pg EQ/mg d’extrait suivi par I’E Art(aq) contient un
teneur faible de 0.478 ug EQ/mg d’extrait (figure20).
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Figure 20 : Teneur des flavonoides dans les extraits de M. vulgare et A. herba alba.
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II.1.3. Caractéristiques de souches isolées

L’isolement a permis d’obtenir 4 souches fongiques pures, les caractéristiques

macroscopiques et microscopiques ont été décrites comme suit :

Souche 01 : les colonies ont un aspect cotonneux, bombé et a une croissance moyenne sur le
milieu PDA, d’une couleur au recto rose au centre et blanche a la périphérique, mycélium
cloisonné, macroconidies incurvés et libre, les microconodies sont ovales absence des

chlamydospores. (figure21)

A (recto de la boite B1(x40) Bl

Figure 21 : Caractere morphologique de souche 01 et les colonies fongiques, B2 photo de
référence (jagdish et al.,2010)

Souches 02 : les colonies ont une croissance rapide et aspect cotonneux. La surface des colonies
est souvent hétérogene, présentent des zones blanches constituées exclusivement d’hyphes
aériennes et des zones sombre rasantes renferment les spores asexués mélanisés, les hyphes sont
septes .les conidiophores sont bruns, septés et souvent de I’aspect << zigzag >>, il porte des
conidies simples ou ramifies. Les conidies présentent des cloisonnements transversaux et
longitudinaux. (Figure22) (Abdiche et Khireddine,2016).

B2

A (recto de la boite) B1(x40)

Figure 22 : les caracteres morphologiques de souche 02, et les colonies fongiques, B2 photo
de référence (Département de biologie, ENS de Lyon)
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Souche 03 : les colonies sont d’abord blanches, puis jaunes, et enfin granuleuses noires. Le revers

est blanchatre ou jaune pales. Le conidiophore est lisse, hyalin ou brunatre dans sa moitié
supérieure, et tres longue. Les fialides insérés sur les vésicules par I'intermédiaire des métules
disposés sur tout le pourtour de la vésicule. Les conidies sont globuleuse brunes, colorés,
rugueuses. (figure23) (Sellal et al.,2012)

\:..: :;L.'iB:. %
A e W
A (recto de la boite) B1(x10) B2

Figure 23 : les caracteres morphologiques de souche 03 et les colonies fongiques, B2 photo
de référence (institut national de santé publique du Québec).

Souches 04 : la couleur des colonies est de vert olivatre a noire, le revers de la colonie est noir.
Les conidies sont en général de forme elliptique unicellulaire, sont brun. Les conidies sont

produites en chaine ramifies, et les parois des conidies sont lisses (figure24) (Bensch et al.,2012).

A (recto de la boite) B1(x40) B2

Figure 24 : les caractéres morphologiques de souches 04 et les colonies fongiques, B2 photo de
réféerence (site web).
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une couleur vert (la couleur des phialides), mycélium cloisonné, caractérisé par la présence de
conidiophore dressés, qui sont plus ou moins ramifiés et se terminent par des phialides. Ces
phialides, serrées les unes contre les autres, forment un ensemble évoquant un pinceau. Les

conides, produites en grande nombre par les phialides, restent attachées en chaines (figure 25).

A (Recto de la boite) B1 (x40) B2

Figure25 : Caractere morphologique de souche 05 et les colonies fongiques. B2 photo de

référence (https://www.inspg.qc.ca).

Souche 06 : sont des levures unicellulaires présentent sous forme blastospores (blastoconidies),
chlamydospores (critére de diagnostic) ce sont de petites cellules de 2 a 5 um, globulaires, ovoides
ou cylindrique. Apparaissent macroscopiquement sous forme de colonies blanches a crémeuses de
1a 3mm (figiure26)

A (Recto de la boite) B1 x40 B2

Figure26 : les Caractéres morphologiques de souche 06, et leur aspect microscopique, B2
photo de référence (Hemant et al.,2018).

Souche 07 : la colonie apparait de couleur blanche, sur ces conidiophore se forment des conidies

hyalines, unicellulaire, ovoides de 8 — 10 um, le mycélium est faiblement coloré et apparait
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souvent tortueux, en forme de ruban. Les spores apparaissent colorées en bleu (le couleur de bleu

de méthylene) (figure27).

A (recto de la boite) B1 x40 B2

Figure 27 : Les caractéres morphologiques de souche 07 et les colonies fongiques, B2 photo

de référence (https://www.naro.go.jp).

Il . 1.4 Résultats d’activité antifongique
IT.1.4.1.Test de sensibilité des extraits des plantes contre les champignons

Lors de cette étude, on a examiné le potentiel antifongique des extraits
méthanoliques et aqueux des deux plantes suivantes : Artemisia herba alba et Marrubium vulgare,
vis-a-vis des souches isolées a partir des fruits de tomates : Aspergillus sp, Botrytis sp, Penicillium
sp, Alternaria sp, Fusarium sp, et autre souche: Cladosporium sp, et une levure Candida
albicans. Ces diametres montrent le degré de sensibilité des souches en se basant sur les normes
qui suit : @ < 10mm : non sensible, 10 <@ <15mm : sensible, 15< @ <20mm : trés sensible et @

>20mm extrémement sensible. (Razzouk et al.,2022)

Test de sensibilité

mM. MH
EM. AQ
B AMH
EAAQ

zone d'inhibition (mm)

Asp Bot Can Pen Alt Cla Fus

souches fongiques

Figure 28 : histogramme de test de sensibilité des extraits de Marrubium vulgare et Artemisia
herba alba.
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D’aprés les norme réduire par (Razzouk et al.,2022) trouvée que Penicillium sp

extrémement sensible a deux plantes, Alternaria sp extrémement sensible a 1’extraits méthanolique
d’A. herba alba et pour Candida albicans sensible pour presque tous les extraits, par contre

Aspergillus sp, Botrytis sp, Fusarium sp, Cladosporium sp sont non sensible.

Les extraits méthanoliques et aqueux de Artemisia herba alba avaient une action
inhibitrice moyennes sur la croissance des isolats testés avec des zones d’inhibition allant de 0 a 25
mm. A I’échelle des espéces : Penicillium. sp apparait le plus sensible avec une zones d’inhibition
égale a 24 et 25 mm aux Art (méth) et Art (aq) respectivement. Une activité antifongique moyenne
de 0 a 23 mm pour les extraits de M. vulgare contre les souches testées. Penicillium sp apparait le
plus sensible aux 1’extrait de Mar (aq) avec une zone d’inhibition de 23mm .Aspergillus sp, Botrytis

sp, Cladosporium sp et Fusarium sp sont montré une résistants aux différents extraits.

~ penicillium apres 2j

Figure 29 : les résultats obtenus de test de sensibilité contre Penicillium sp, Candida
albicans, Alternaria. sp.
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II .1.5.Résultats de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

La CMI relative aux extraits aqueux et méthanoliques de M. vulgare et A. herba alba
a été appliquée comme agent antifongique sur les souches fongiques sensibles : Alternaria sp,
Penicillium sp et Candida albicans, en utilisant la méthode de dilution sur milieu liquide PDB.
Selon les résultats enregistrés (figure30), nous avons constaté qu’une augmentation de la

concentration des deux extraits des deux plantes était inversement proportionnelle au degré de

turbidité et a la densité optique du milieu.

Penicillium sp

Candida albicans

Figure30 : Résultats de concentration minimale inhibitrice dans milieu liquide
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Nous allons confirmer les résultats obtenus dans un milieu liquide en utilisant la méthode de
diffusion sur milieu solide (technique des puits) et observer les résultats suivants (figure31).

Figure 31 : Les résultats de la concentration minimale inhibitrice (CMI) sur milieu solide.

A : CMI des trios souche par les extraits M. vulgare, B : CMI des trios souches par les extraits
d’A. herba alba.

Le diametre de la zone d’inhibition de la croissance mycélienne variait en fonction
de la concentration des extraits, comme présenté sur les histogrammes (figure32). On peut
observer que I’extrait aqueux de M. vulgare présente une grande zone d’inhibition sur
Alternaria. sp de 30 mm lors de la concentration de 300mg/ml (extrémement sensible), tandis
que les autres souches sont résistantes. Pour I’extrait méthanolique, un diamétre d’inhibition plus
élevé de 30mm a été observé chez Alternaria sp a une concentration de 300mg/ml, et candida
albicans, Penicillium. sp a enregistré un diamétre d’inhibition élevée de 19 mm, 18mm a une

concentration de 50mg/ml et 200mg/ml respectivement.

A. herba alba montre une inhibition 15mm, 18,5mm et 19 mm seulement pour
Alternaria. sp a des concentrations de 200mg/ml, 250mg/ml, 300mg/ml respectivement pour les
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extraits aqueux. Pour les extraits méthanoliques, un diamétre d’inhibition plus élevé de 25mm est
enregistré a une concentration de 300mg/ml, avec une résistance pour Candida albicans et

Penicilluim sp.

o eogge 1 H
_ CMI de Penicillium CMI d'Alternaria
3 —
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Figure 32 : Histogrammes de CMI des extraits M. vulgare et A. herba alba.
IT.1.6. Concentration minimale inhibitrice fongicide

Les deux extraits d’Artemisia herba alba ont une activité fongicide contre Alternaria
sp et Candida albicans & une concentration de 50mg/ml. En ce qui concerne I’extrait
méthanolique de Marrubium vulgare, il présente une activité fongistatique contre Penicillium
sp et Candida albicans (100 et 200 mg/ml) ainsi qu’une activité fongicide contre Alternaria
sp (CMF=50mg/ml) (figure32).
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Figure 33 : les résultats obtenus de test de CMF des champignons fongicide (Alternaria sp, et

Penicillium sp)
II .2 Discussion

Les résultats de notre expérimentation ont montré que les extraits aqueux ont obtenu
un rendement d’extraction de 14,39% pour Artemisia herba alba et de 9,09% pour Marrubium
vulgare, tandis que les extraits méthanoliques ont eu un rendement inférieur, d’environ 7,81%
pour A. herba alba et 6,93% pour M. vulgare. Ces résultats sont cordent avec les travaux
réalisées par Ghedadba B et al., (2014), qui ont trouvé que I’extrait aqueux de M. vulgare avait
un rendement d’extraction plus élevé (12,89%) que I’extrait méthanolique (10,9%). De méme
Ayad et al., (2022), ont trouvé un rendement d’extraction aqueux de la plante M. vulgare égal a
22,19% tandis que le rendement de I’extrait méthanolique plus faible, & 8,58%. En ce qui
concerne A. herba alba, les travaux de Abla et al.,(2021) ont montré que 1’extrait aqueux des
parties aériennes de la plante avait un meilleur rendement (11,32 — 0,28) par rapport a 1’extrait
méthanolique (6,93 — 0,65). De méme, les résultats obtenus par Ghanmi et al., (2010) montrent
un meilleur rendement a été obtenus a partir des échantillons de 1’armoise blanche 1,23+ 0,07 par
rapport les autres espéces d’Artemisia herba alba, ces différence de rendement peut étre
expliquée par la nature des espéces et I’effet du stade végétatif de la plante et les condition
édaphiques de la région. Majhenic et ces collaborant (2007) dans leur travaux suggérent que
I’extraction par les solvants a température élevée permet d’obtenir des rendements plus élevée en
extraits secs lorsqu’ils sont obtenus a température ambiante et qu’ils sont plus €levés pour
I’extraits aqueux que méthanolique.
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Nous pouvons dire que les solvants polaires (eau, méthanol ...), donnent des

meilleurs rendements que les solvants apolaires (éther ...) étant donnés que les solvants polaires
sont plus efficaces pour extraire les composés bioactifs des matériaux végétaux car ils peuvent

pénétrer la matrice et récupérer un maximum nombre de métabolites Ghedadba B et al., (2014).

De plus I’origine géographique, le climat, le sol, la période d’extraction. Cependant,
il reste difficile de comparer les résultats d’extraction avec ceux qui figurent dans la
bibliographie car le rendement n’est que relative et semble étre lié aux propriétés génetiques
ainsi que I’origine géographique, la méthode d’extraction, les conditions et la durée de stockage,

la période de récolte ... etc.

Les résultats de tests phytochimique montrée que les deux plantes sont riche en
flavonoide, saponines, tanins et absence d’anthocyanes, confirmés par les travaux de Ghedadba A
et al., (2014) qui montre que le screening phytochimique des extraits de Marrubium vulgare
indique la présence des polyphénols, des flavonoides, et des saponines, avec 1’absence des
anthocyanes. De plus méme résultats exprimée par Sekiou et al,. (2021) qui montre que la plante
Artemisia herba alba riche en flavonoides et en tanins. De méme Salhi et al., (2019) indique que
les extraits de A. herba alba contentent les flavonoides , tanins, saponine et les stéroides et

absence de anthocyanine.

Les résultats obtenus par le dosage des polyphénols totaux dans différents extraits de
M. vulgare sont compatibles avec les travaux de Matkowski et al., (2008), qui ont montré que
toutes les plantes de la famille des Lamiaceae sont connues pour leurs composés phénoliques
Matkowski et al., (2008) ont présenté une teneur en polyphénols de I’extrait aqueux de M.
vulgare 202,9+ 10,9 mg EAG/g d’extrait, tandis que I’extrait méthanolique présente une teneur de
63,4+1,7 mg EAG/g d’extrait. De méme des résultats divergents sont rapportés par Ghedadba et
al., (2014), qui ont présenté une teneur de 195mg EAG/100g de MS pour I’extrait méthanolique
et 160 mg EAG/100g de MS pour I’extrait aqueux de M. vulgare. C’est derniers sont conformes
a ceux obtenus précédemment. En ce qui concerne A. herba alba Bouchenak et al., (2018) ont
trouvé une teneur de 24,8+0,37 mg EAG/g d’extrait pour les extraits méthanoliques, tandis que
Khennouf et al.,(2010) ont trouvé une teneur de 133,43 mg EAG/g d’extrait pour les extraits

aqueux.

Les resultats de dosage des flavonoides varient en fonction du solvant utilisé. Notre
expérience a montré une teneur plus élevé en flavonoides dans I’extrait méthanolique d’A4. herba
alba par rapport a I’extrait aqueux, ce qui est en accord avec les travaux de Laouini et al., (2016).

En revanche, pour la plante M. vulgare I’extrait aqueux plus riche en flavonoide que 1’extrait
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méthanolique qui différe de ces résultats obtenus par Ghedadba, (2017). Cette différence de

résultats peut s’expliquer par les conditions opératoires utilisées lors du dosage.

Les isolats fongiques obtenus a partir des fragments de fruits de tomate montrent une
évolution (I’apparition de secteurs mycéliens aux extrémités des fragments) et présentent des
colonies duveteuses a cotonneuses ou poudreuses, selon I’espéce. Parmi les moisissures les plus
couramment rencontrées dans I’altération des tomates, on peut citer les espéces suivantes :
Aspergillus sp, Fusarium sp , Botrytis sp, ...etc. Les observations culturelles et microscopiques
ont été effectuées pour déterminer la classe, ’ordre, le genre et I’espéce des nouvelles souches
isolées. Ces observations sont généralement réalisées sur des cultures milieu de culture PDA.
Différents groupes de chercheurs ont élaboré des clés d’identification des champignons pour
classer les nouvelles souches. Parmi ces clés on peut citer : le mycélium, les spores, les conidies,
les phialides, la texture des colonies, la couleur, I’aspect, etc. Jesus (1989) Ce type d’observation a
permis d’identifier les souches fongiques suivantes : Fusarium sp, Alternaria sp, Aspergillus sp,

Cladosporium sp, Penicillium sp, Candida albicans, Botrytis sp.

Selon Adjou et Soumanou, (2013) I’effet des extraits des extraits des plantes
médicinales sur déférents souches fongiques a été étudié en évaluant la présence ou 1’absence de
croissance mycélienne, la vitesse de croissance du mycélium, la production et la germination des
spores. Les résultats de cette étude montrent que I’extrait d’Artemisia herba alba et Marrubium
vulgare provenant de la région de I’Hammadia et Hasnaoua (Bordj Bou Arreridj),

respectivement n’ont pas une activité inhibitrice sur toutes les souches fongiques sélectionnées.

En ce qui concerne la littérature, A. herba alba a été signalée parmi les plantes riches
en molécules bioactives qui jouent différentes roles dans différents domaines. Contrairement a
I’extrait aqueux, I’huile essentielle d’4. herba alba présentait une forte activité inhibitrice, ce qui
pourrait étre attribué, selon les résultats de notre analyse GC-MS, a la présence de camphor, de
thymol, d’eucalyptol, de camphene et de pinocarvone. Selon les recherche menées par EI Hajli et
al., (2024) le thymol est le composé antifongique le plus virulent contre les quatre champignons

testés : Rhizoctonia solani , Fusarium oxysporum, Penicillium expansum et Aspergillus niger.

Les extraits de Marrubium vulgare ont montré une forte activité antifongique qui varie
selon les champignons, ce qui en fait un potentiel biofungicide. Ces extraits représenter une
alternative prometteuse pour prévenir les infections fongiques dans le secteur agricole. Par
exemple, une étude réalisée par Mulondo et al., (2023) a montré une inhibition de Candida

albicans par I’extrait de feuilles de Marrubium vulgare. 1l convient de noter que les recherches
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sur I’activité antifongique des extraits naturels des plantes sont encore relativement limitées, en

particulier en ce qui concerne la plupart des souches sélectionnées Djahra, (2014).

Les résultats de la concentration minimale inhibitrice indique que les extraits aqueux
et méthanolique d’Artemisia herba alba ont une action inhibitrice sur les champignons Alternaria.
sp, et une faible activité sur Penicillium. sp et Candida albicans.

Ces résultats sont confirmés par des études et des chercheurs. Selon Bouchenak et al.,
(2018) une bonne activité antifongique des extraits méthanoliques a été démontrée avec un
diametre de 14+ 0,7. D’une autre étude indique la résistance de Penicillium. sp aux extraits d’A.
herba alba aux mois de Avril a des concentrations de 1/500 et 1/1000 Ghanmi et al.,(2010). De
plus, selon Salhi et al., (2019). Les extraits aqueux présentent une efficacité remarquable contre
Alternaria sp avec un pourcentage de 94%. Il est a noter que les périodes de récolte affectent les
résultats de 1’activité antifongique, le mois de septembre qui a manifesté la plus grande efficacité

antimicrobienne. Ghanmi et al.,(2010)

Les extraits aqueux et méthanolique de M. vulgare ont montré une inhibition contre
les trois souches. L’extrait aqueux présente une inhibition uniquement contre Alternaria sp, tandis
que D’extrait méthanolique contre Penicillium sp et Candida albicans. Ces résultats sont
confirmés par les travaux de Tabet et al., (2020) qui ont montré [I’activité antifongique
intéressante de I’extrait de M . vulgre contre Botrytis cinerea, Penicillium expansum et Alternaria
alternata, avec un pourcentage d’inhibition variant de 77% a 89%. De plus, il a été prouvé que
I’huile essentielle et ’extrait de M. vulgare ont une activité antifongique prometteuse in vivo pour
controler I’infection des pommes par Penicillium expansum pendant 25 jours de stockage, par
rapport au groupe témoin. D’autre part, les recherches de Tabet et al., (2020), ont démontré
I’activité antifongique de I’huile essentielle de M. vulgare in vitro contre P. expansum et A.
alternata, avec des taux d’inhibition de 94% et 100% a 10 ml/L. L’expérience in vivo a montré

une diminution significative de la gravité de la maladie observée sur les tomates.

Les résultats de I’activité contre les champignons ont montré que les extraits
méthanoliques des feuilles de M. vulgare contiennent des niveaux relativement élevés de
polyphénols et de flavonoides, ce qui leur confére un bon effet antifongique, notamment contre
Candida albicans et Alternaria sp. Cette decouverte suggere que les extraits méthanoliques de M.
vulgare pourraient d’étre utilisés comme matériau de base pour la préparation de médicaments

antimicrobiens Benzidane et al., (2020).

L’activité antifongique représentée par les diamétres d’inhibition varie

significativement en fonction du type de I’extrait test¢ et de la localité d’échantillonnage des
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feuilles. Généralement, les extraits méthanolique enregistré les diametres d’inhibition les plus

importantes comparés a ceux provoqués par les extraits aqueux Bouterfas., (2016)

Selon les résultats de Bouchenak et al., (2018), I’activité antifongique de Artemisia
herba alba contre Alternaria sp et Candida albicans peut étre s’expliquer par sa richesse en
composes phénoliques et flavonoide présents dans les extraits méthanolique. Ces composés
agissent comme des antiseptiques, anti-inflammatoires et antifongiques. Ces résultats sont en
accord avec nos propres résultats. L’extrait méthanolique étudié présente un pouvoir antifongique
qui peut étre expliqué par la présence des composants ayant une activite antifongiques. Ces
composants provoquent des dommages membranaires graves et une perte d’homéostasie, ce qui

entraine une inhibition totale ou la mort cellulaire Bouchenak et al.,(2018).

L’action antifongique de I’extrait de Marrubium vulgare se déroule en trois phases :
1) Les extraits provoquent une augmentation de la perméabilité de la paroi des micro-organismes,
entrainant la perte des constituants cellulaires. 2) L’intérieur de la cellule s’acidifie, ce qui bloque
la production d’énergie cellulaire et la synthése des composants structure. 3) Le matériel génétique

est détruit, ce qui conduit & la mort de la souche testée Aoudhi et al.,(2014)

L’activité biologique des extraits végétaux de Marrubium vulgare peut varier en
fonction de leur teneur en composés polyphénoliques. La polarité des substances bioactives est
associee a leur activité antimicrobienne. Par ailleurs, il a été découvert que les flavonoides tri
hydroxylés 3°,4’,5° du cycle B, ainsi que les flavonoides substitués en position 3-oh, sont
indispensables pour leur activités antimicrobienne importante. La synergie entre le nombre de
composants explique sans doute I’effet d’un extrait : lorsqu’ils sont séparés, ils deviennent inactifs
individuellement. On peut expliquer cela par le fait que les plantes génerent une grande quantité
de petites molécules antibiotiques avec une grande diversité de structures, comme les terpénoides,
les glycostéroides les flavonoides et les polyphénols. Toutefois, la majorité de ces petites
molécules présentent une activité antibiotique faible par rapport aux antibiotiques couramment
fabriqués par les bactéries et les champignons. L’activité des principes actifs serait en relation
avec les conditions de séchage et de broyage de la plante. Par ailleurs, il semble également
préférable de procéder au broyage avec I’azote liquide, car le broyage entraine également la
production de chaleur, ce qui entraine la perte des molécules volatiles et la décomposition et

1I’oxydation des molécules thermolabiles Djahra, (2014).

Enfin, il est important de noter que les différences observées dans les résultats des
¢études et dans 1’évaluation du pouvoir antibactérien et antifongique des différents extraits peuvent

étre attribuées a plusieurs facteurs tels que la nature de 1’espéce, les conditions ambiantes, les
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facteurs écologiques, les variations saisonnicres, les méthodes d’extraction, la préparation de

I’extrait, le solvant utilisé, la sensibilité des bactéries et des champignons, les concentrations des

extraits et I’organe de la plante utilisé. Méme la période de récolte peut influencer 1’activité

antimicrobienne Bouterfas et al., (2014).
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Conclusion et perspectives

Actuellement, de nombreuses plantes aromatiques et médicinales présentent des
propriétés biologiques significatives, utilisées dans divers domaines tels que la médicine, la
pharmacie, la cosmétologie et 1’agriculture. Ce travail vise a valoriser deux plantes
médicinales et aromatiques largement répandue dans le monde et en Algérie : Artemisia herba
alba et Marrubium vulgare. Notre étude porte sur le potentiel antifongique des extraits de ces

plantes, ainsi que sur leur analyse phytochimique in vitro.

Les résultats des méthodes de diffusion sur gélose (technique des puits) et de dilution
(CMI) aux extraits aqueux et méthanoliques d’A. herba alba et M. vulgare ont révélé une
sensibilité accrue des différentes souches fongiques testées. Les extraits méthanoliques de ces
deux plantes ont démontré une efficacité que les extraits aqueux dans I’inhibition de la
croissance des champignons phytopathogénes et de Candida albicans. Cela di a la capacité

du méthanol a extraire une gamme plus large et plus concentré de composeés bioactifs.

L’analyse de screening phytochimique a mise en évidence diverses classes de
métabolite secondaire dans les parties aériennes des plantes, notamment les polyphénols, les
tanins et les flavonoides. Bien qu’Artemisia herba alba et Marrubium vulgare possedent un
potentiel antifongique théorique, les résultats obtenus montrent que les extraits aqueux et
méthanoliques, dans des conditions expérimentales testées, n’ont pas démontré une activité
antifongique significative. Plusieurs facteurs pourraient expliquer cela: la structure des
parois des champignons, leur mobilité dans le milieu gélosé PDA, la concentration des
extraits, la nature et la structure des substances actives dans les extraits, la méthode

d’évaluation utilisée, et la partie de la plante étudiée.

Des études complémentaires utilisant différentes méthodes d’extraction, ainsi que
des analyses approfondies de la composition chimique des plantes provenant de diverses
régions géographiques, avec des recherches approfondies in vivo seront nécessaires a I’avenir
pour comprendre le mécanisme d’action des molécules bioactive, leur dose thérapeutique,
ainsi que leur site d’action au niveau cellulaire. Cela pourrait conduire a meilleure

compréhension et a I’optimisation du potentiel antifongique de ces plantes.
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Annexes

> Annexes 01

Le matériel non biologique utilisé au laboratoire

Verrerie Appareillage Milieux de | Autre produits Autre materiels
culture

- Bécher - Agitateur -PDA  (Potato | - Eau distillé | - Pissettes
- Pipettes Pasteur | - Autoclave Dextrose Agar) | sterile - Anse de platine
- Erlenmeyers - Etuve réglable a | - Sabouraud - Bleu de | - Pince
- Eprouvette | T° différent - PDB (Potato | méthylene
graduée - vortex Dextrose Broth). | - Méthanol
- Entonnoir en | - Balance - Eau physiologie
verre - Bec Bunsen - Eau de javel
- Flacons en verre | - Microscope -chlorure
- tubes a essais optique d’aluminium
- lames et lamelles | - Bain marie - FeClj

- Compteur de - H,SO4

colonies -NH;OH

- Distillateur - Anhydride

acetique

- Acide sulfurique
- Folin-Ciocalteu
- AICl3

> Annexes 02

Préparation de milieu de culture PDA (Potato Dextrose Agar)

L’infusion de pomme de terre se prépare en faisant bouillir dans 1’eau 200g de pommes de

terre tranchées (lavées mais non pelées) pendant 20 minutes a 30 min puis en laissant le bouillon,

ajoutée 20 g de Saccharose et 15 g d’Agar-agar, ensuite la préparation obtenus est rempliée par

I’eau distillé jusqu’a llitre. Mélangée bien par agitateur avec chaleur jusqu'a solubilité d’Agar-

agar ensuite autoclave le milieu.

> Annexes 03

Résultats de la densité optique de la concentration minimale inhibitrice dans milieu

liquide
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Figure 01: histogramme représente la densité optique de la concentration minimale
inhibitrice (CMI) dans milieu liquide des extraits M. vulgare et A. herba alba.



