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Résumé

Cestrum parqui est une plante médicinale de la famille des Solanaceae; une des familles les plus
importantes dans la flore algérienne largement utilisée dans les médecines traditionnelles contre

diverses maladies.

La présente étude a été réalisée pour évaluer les effets antibactériens et antifongiques d'extraits
des feuilles et des fleurs de Cestrum parqui obtenus par I’extraction de soxhlet avec deux solvants

de polarités differentes.

Les produits phytochimiques ont été criblés qualitativement et quantitativement, ces derniers ont
révélé la présence de substances ayant de grandes valeurs thérapeutiques (flavonoides, tanins,
coumarines, des saponosides, des anthocyanes et des quinones libres). L’analyse quantitative a

montré une présence importante des polyphénols dans I’extrait méthanolique des fleurs.

L’évaluation, in vitro, de I’activité antibactérienne et antifongique des extraits des feuilles et des
fleurs a été réalisée par la méthode de diffusion de disques, les extraits méthanoliques ont revelé
une activité antifongique contre Candida albicans plus prononcé par 1’extrait methanolique des
feuilles et des activités antimicrobiennes variables avec les quatres extraits contre les dix bactéries
testées. Une trés bonne sensibilité observée chez Bacillus subtilis avec les deux extraits

chloroformiques.

Mots clés : Activité antibactérienne et antifongique, Extraits de feuilles, Cestrum parqui,
Composition phytochimique, Extraits de fleurs.



Abstract

Cestrum parqui is a medicinal plant of the Solanaceae family; one of the most important families

in the Algerian flora widely used in traditional medicines against various diseases.

The present study was carried out to evaluate the antimicrobial and antifungal effects of extracts
from the leaves and the flowers of Cestrum parqui obtained by soxhlet extraction with two solvents

of different polarity.

The phytochemicals were screened qualitatively and quantitatively, which revealed the presence
of substances with great therapeutic values (flavonoids, tannins, coumarins, saponosides,
anthocyanins and free quinones). Quantitative analysis shows a significant presence of polyphenols

in the methanolic extracts of the flowers.

The in vitro evaluation of the antibacterial and antifungal activity of the extracts of the leaves
and the flowers was carried out by disc diffusion assay, the methanolic extracts revealed an
antifungal activity against Candida albicans more pronounced by the methanolic extract of leaves
and variable antimicrobial activities with the four extracts against the ten bacteria. A good
sensitivity observed in Bacillus subtilis with the two chloroformic extracts.

Keywords: Antibacterial and antifungal activity, Cestrum parqui, Flower extracts, Leaf extracts,

Phytochemical composition,
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INTRODUCTION

1 Introduction

Depuis l'antiquité, et certainement bien avant, les hommes ont utilisé leur environnement et
en particulier les plantes pour se soigner, de ce fait, l'utilisation de produits naturels et / ou des
dérives variants de synthese en utilisant leurs nouvelles structures, afin de découvrir et de

développer des médicaments, est encore présente jusqu’aujourd’hui (Newman et Cragg, 2020).

Moins de 10% de ces espéces auraient été étudiés scientifiquement pour leurs propriétés
pharmacologiques (Jean-Paul et al., 2005), ce qui fait des plantes un réservoir de molécules
bioactives encore peu exploré. Les substances naturelles et les plantes en particulier représentent
une grande source de chimiodiversité, avec souvent des structures trés originales dont une synthése

totale et rentable (complexité structurée, stéréospécificité...) est souvent a réaliser.

Actuellement, la résistance aux antibiotiques atteint des niveaux dangereusement élevés. De
nouveaux mécanismes de résistance émergent et se propagent a I'échelle mondiale, menagant notre
capacité a traiter les maladies infectieuses courantes. Une liste croissante d'infections telles que la
pneumonie, la tuberculose, la gonorrhée, les maladies d'origine alimentaire etc. Devient de plus en
plus difficile, voire impossible a traiter car les antibiotiques deviennent moins efficaces.
L utilisation non controlée et systématique des antibiotiques est I’un des facteurs essentiels dans

I’évolution de la résistance microbienne (World Health Organization ,2021).

Ces constats expliquent 1’urgence de disposer de nouvelles molécules antimicrobiennes

d’origines biologiques.

Dans la présente étude, on s’est intéressé aux especes de la famille des Solanaceaes, La plante

sur laquelle a porté notre choix est une espéce de Cestrum "Cestrum parqui
HAMMA alger.

provenant d’el

Notre choix pour cette espéce est justifié par, le fait qu’il y a trés peu d’études sur celle-ci en
Algérie et que la totalité des études concernant 1’effet antibactérien et antifongique de cette plante

sont faites sur les feuilles seulement, les recherches de (Sivaraj et al., 2015) montrent que
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I'extrait de fleurs posséde une activité antimicrobienne tandis que la feuille, la tige et la racine

d’une autre plante du genre cestrum ne présentent aucune activité antimicrobienne.
Le but de notre travail est de réaliser :

o Un extrait brut a partir des feuilles et des fleurs.
o Un screening phytochimique.

o Enfin, I’activité antibactérienne et antifongique de I’extrait de Cestrum parqui.
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ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE PLANTES MEDICINALES

1. Généralités sur la phytothérapie et les plantes médicinales

1.1 Définition

La phytothérapie correspond a l'utilisation des plantes et de leurs extraits a titre thérapeutique.
Pour sa compréhension, une différence est d'emblée a saisir avec la médecine traditionnelle appelée
populaire, La médecine traditionnelle correspond a l'utilisation de substances diverses, dont les
plantes, selon des regles issues de la tradition, En revanche, la phytothérapie respecte des regles de
galénique (méthode de préparation des plantes) et de dosage (Boukhobza et Goetz ,2014).

1.2 Phytothérapie en Algérie

En Algérie, l'utilisation des plantes médicinales est vieille d’un millier d’années. Les premicres

écritures sur les plantes médicinales en Algérie remontent au 9éme siécle (Nakkab ,2019).

Les communautés nomades algériennes possédent des connaissances spécifiques sur les plantes
issues de leur environnement steppique, mais partagent également un pool de connaissances avec
les populations algériennes sédentaires et les populations méditerranéennes dans leur ensemble. il

existe un héritage ethnobotanique commun nord-africain et méditerranéen (Miara et al., 2018).

1.3 Définition des plantes médicinales

Ce sont toutes les plantes qui contiennent une ou des substances pouvant étre utilisées a des fins
thérapeutiques ou qui sont des précurseurs dans la synthése de drogues utiles, Selon 1’Organisation
mondiale de la santé (OMS), "une plante médicinale est une plante qui contient, dans un ou
plusieurs de ses organes, des substances qui peuvent étre utilisées a des fins thérapeutiques, ou qui
sont des précurseurs de la chimio-pharmaceutique hémi-synthése”. Cette définition permet de
distinguer entre les plantes médicinales déja connues dont les propriétes thérapeutiques ou comme
un précurseur de certaines molécules ont été scientifiquement établis, et d'autres plantes utilisées

en meédecine traditionnelle (Neffati et Sghaier, 2014).
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1.4 Production des plantes médicinales

Les conditions de production des plantes médicinales sont déterminantes pour leur qualité, leur

efficacité et leur sécurité¢ d’emploi (Thévenin ,2017).

Les plantes médicinales doivent étre récoltées a la saison ou a I'époque optimales pour assurer la
production de matieres végétales médicinales et de produits finis de la meilleure qualité possible.
Le moment de la récolte dépend de la partie de la plante qui sera utilisée. Il est cependant bien
connu que la teneur en constituants biologiquement actifs varie selon le stade de développement
de la plante. Cela vaut également pour les constituants indésirables, toxiques ou vénéneux, de la
plante indigéne. Pendant la récolte, il faut s’assurer qu'aucune matiére étrangére, mauvaise herbe
ou plante toxique n'est mélangée avec les matiéres végétales médicinales récoltées (World Health
Organization ,2019).

Tableau 1 Moments de récolte des différentes parties des plantes (Nakkab ,2019).

Parties de plantes Moment de récolte

Racines et organes

) Automne et hiver, pendant le repos végétatif.
souterrains

Feuilles En général juste avant la floraison
Ecorces A la montée de la seve, avant la floraison
Partie aérienne En général au moment de la floraison.

Au moment de leur plein épanouissement, ou parfois en

Fleurs bouton.

Graines A maturité.
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1.5 Principaux éléments actifs des plantes médicinales

Les métabolites secondaires remplissent des fonctions non vitales et sont moins répandus dans
les plantes que les métabolites primaires. Ce sont généralement les sous-produits du métabolisme
(Mayo et Singh, 2001).

La grande majorité des produits naturels aromatiques d'origine végétale sont des phénols. Les
phénols constituent une grande classe de composés dans lesquels un groupe hydroxyle (groupe —
OH) est lié a un cycle aromatique. De nombreuses catégories de ces composes existent, y compris

les phénols simples, les phénylpropanoides, flavonoides, tanins et quinones (Barker ,2019).

L' effet antimicrobien des composés phénoliques est principalement lié aux altérations
membranaires et a l'inhibition de la synthése d’ARN et d’ADN ou a celle de I’activité ou de la

synthése d'hydrolases (Clérivet et al., 1996).

1.5.1 Flavonoides

Les flavonoides (Figure 1) sont les composés les plus abondants parmi tous les composés
phénoliques, possedent deux cycles benzéniques, Ce sont des pigments quasiment universels des
végétaux responsables de la coloration des fleurs et des fruits ils ont souvent une coloration jaune.
IIs interviennent aussi dans les processus de défense contre le rayonnement UV, les herbivores et

les attaques microbiennes (Bruneton ,2009).

SI 4;

Figure 1 Structure des flavonoides (Santhakumar et al., 2018).
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1.5.2 Coumarines

Ce sont des phytoalexines a spectre relativement large, Les plantes réagissent a ’attaque d’un
parasite en biosynthétisant ces molécules; les solanacées produisent des composés terpéniques,
elles protégent la plante contre les herbivores et les micro-organismes pathogénes. Elles sont
principalement localisées a la surface et dans les organes les plus exposés a la prédation (jeunes
feuilles, fruits, graines) dans un souci " d'économie meétabolique™ (Builders ,2019; Hoffmann,
2003).

En outre, les coumarines (Figure 2) présentent des activités cytotoxiques, antivirales,
immunostimulantes, tranquillisantes, vasodilatatrices, anticoagulante, shypotensives ; elles sont

aussi bénéfiques en cas des inffections cutanées (Gonzalez-Gallego et al., 2007).

Figure 2 Structure des coumarines (Macheix,et al., 2005).

1.5.3 Lignanes, néolignanes et composés apparentés

Les lignanes (Figure 3) sont des composes diméres formeés essentiellement par I'union de deux
molécules d'un dérivé de phénylpropéne ; Quatre sous-types principaux existent : dérivés du
dibenzylbutane, dibenzylbutryolactones (lignanolides ou dérivés du butanolide), monoépoxy
lignanes ou dérivés du tétrahydrofurane et bisepoxylignanes ou dérivés de 3,7-dioxabicyclo(3.3.0)-

octane.

Beaucoup de ces composés ont montré des activités antimicrobiennes et antifongiques, tandis que

d'autres ont montré des activités cytotoxiques (Hoffmann, 2003).
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Figure 3 Structure des lignines (Desmier ,2016).

1.5.4 Anthocyanosides

Les Anthocyanes (Figure 4) sont de la sous-classe des flavonoides; Ces puissants
antioxydants nettoient 1’organisme des radicaux libres et maintiennent une bonne circulation du

sang (Bruneton, 2009).

Figure 4 Structure d’un anthocyanoside (Khireddine, 2013).

15,5 Tanins

Les tanins ou tannins (Figure 5) sont des substances de la famille des polyphénols, leurs
propriétés antiseptiques, antibactériennes et antifongiques sont clairement démontrées dans le
traitement des diarrhées infectieuses et de dermatites. Les tanins possédent une forte activité anti-
oxydante, ce sont des trés bons pi¢ges a radicaux libres et ils inhibent la formation de radicaux

superoxydes (Badaiga, 2011).

Figure 5 Structure des tanins (Desmier, 2016).
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1.5.6 Quinones

Les quinones (Figure 6) sont considérés comme des laxatifs stimulants ; D’autres activités
antidépressives, anti-protozoaires, antivirales, antibactériennes, fongicides et antiallergiques ont
¢été décrites et plusieurs molécules du groupe ont une toxicité non négligeable (Bruneton, 2009;
Hennebelle et al., 2004).

O

Figure 6 Structure des quinones (Desmier ,,2016).

1.5.7 Terpénoides et stéroides

Les stérols et triterpénes eux méme forment la base des stéroides qu’on retrouve dans de
nombreuses vitamines. Ils sont tous dérivés chimiquement d'unités d'isopréne (Figure 7) a5

carbones assemblées de differentes maniéres (Hoffmann ,2003).

IIs sont connus par leurs activités cytostatiques, insecticides, anti-inflammatoires et analgésiques
(Bruneton, 2009).

=

Figure 7 Structure d’un isoprene (Hopkins et al., 2003).
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1.5.8 Alcaloides

Les alcaloides occupent une place trés importante parmi les métabolites secondaires. Ces
composées possedent un large panel de propriétés médicinales. Certains alcaloides ont une activité

antimicrobienne (Omulokoli et al., 1997).

CH3
|

N \l/o
/
CI R
/N CH;
CH; o

Figure 8 Structure d’un alcaloide (Hartmann 2007).

1.5.9 Lessaponines
Sont des composés qui possédent une fraction aglycone polycyclique avec soit un stéroide
(saponines stéroidiennes) soit un triterpénoide (saponines triterpénoides) attaché a une unité

glucidique (chaine amonosaccharidique ou oligosaccharidique) (Builders ,2019).

Les travaux de Haroon K. et ses collaborateurs (2015) ont mis en évidence lactivité

antibactérienne de saponosides totaux extraits du Joshanda.

Sugar chain

OHOH _/

Figure 9 Structure des saponines (Lehbili ,2018).
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2 Geéneralités sur les infections bactériennes et fongiques et les agents

antimicrobiens

2.1 Infections bactériennes

Les infections bactériennes sont responsables de maladies allant de l'angine bénigne aux
épidémies de choléra et de peste. Les bactéries sont des micro-organismes remarquablement
adaptables, a I'origine de maladies graves ou de simple colonisation de la peau ; Elles sont capables
de survivre et de se multiplier dans I'environnement et certaines forment des spores qui survivent

pendant des décennies.

Un grand nombre parasite les animaux, et n'infecte I'nomme que par hasard. D'autres ne peuvent
survivre qu'au contact intime de leur hote humain. Alors que la plupart des bactéries se répliquent
en quelques heures ou jours, dautres ont une croissance beaucoup plus lente, entrainant des
infections chroniques difficiles a traiter. En plus d'une grande diversité d'habitat, les bactéries ont
un important potentiel d'adaptation génétique. Elles contiennent souvent de I'ADN plasmidique,
capable de transférer du matériel génétique au sein de I'espéce ou vers des espéces différentes.
Cette adaptabilité génétique peut accroitre a la fois leur pouvoir pathogeéne et leur résistance aux
antibiotiques (Hart et Shears ,1997).

2.2 Antibiotiques

Le mot «antibiotique» dérive de deux mots grecs classiques, anti «contre» et bios «viex». Ainsi,
les antibiotiques sont en principe des substances «contre la vie». En fait, ce sont des molécules de
faible poids moléculaire (généralement <1000 daltons) qui sont sélectivement contre la vie
bactérienne; Sont généralement produites par des microbes, des bactéries et des champignons pour
lutter contre d'autres microbes dans leur microenvironnement immédiat (Walsh et Wencewicz,
2015).

En microbiologie médicale, on considere souvent le contrdle des bactéries infectant les humains
avec des antibiotiques comme la norme de référence dans le traitement des infections (Carroll et
al., 2015).

11
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2.2.1 Modes d’action des antibiotiques

Lorsqu'une molécule a été identifiée dans des tests d'inhibition de la croissance bactérienne
comme ayant une activité antibiotique, des études sur le mécanisme d'action peuvent fournir un

apercu de la cible de destruction (Dougherty et Pucci, 2012).

Ainsi, les antibiotiques ont été classés selon leur mode d’action en (Carroll et al., 2015; Walsh et
Wencewicz, 2015).

= Antibiotiques inhibiteurs des synthéses du peptidoglycane.
= Antibiotiques actifs sur les enveloppes membranaires.
= Antibiotiques inhibiteurs des syntheses protéiques.

= Antibiotiques inhibiteurs des acides nucléiques.

2.3 Infections fongiques

Certaines maladies fongiques sont des infections profondes ressemblant a la tuberculose ou aux
pyémies bactériennes, tandis que d'autres sont des infections superficielles de la peau et sont

simplement considérées comme des nuisances.

Le développement d’une pathologie fongique chez I’humain dépend souvent des facteurs de
risques comme I’immunosuppression (sida, transplantation, pathologies cancéreuses et
hématologiques), I’utilisation de cathéters vasculaires et I’administration d’antibiothérapies a large

spectre (Hulin et al., 2005).

12
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2.4 Antifongiques

Il existe 4 classes principales d'agents antifongiques (Tableau 2) qui agissent soit au niveau de la

paroi fongique, soit sur la membrane fongique ou au niveau de I’acide nucléique (Jha et Kumar,

2019).
Tableau 2 principaux agents antifongiques (Jha et Kumar, 2019).
Antifongiques Principaux exemples Mecanisme
. Inhibition de la 140 déméthylase
Azolés Fluconazole . )
(Ergostérol membranaire).
Polyénes Amphotericin B Augmente la perméabilité de la
membrane cellulaire
Echinocandines Caspofungin Blocage de la biosynthese de la paroi

cellulaire par inhibition de la synthése
du (1,3)-glucane donc lyse de la cellule

Interfere avec la synthése d’ARN et
Analogues de d'ADN par mauvaise incorporation de la
pyrimidine phosphoribosyl transférase 5-
fluorouracile ou de la cytosine

5-fluorocytosine

13
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3 Geéneralités sur la plante étudiée : Cestrum parqui

3.1 Généralités sur le genre Cestrum

Ce genre fusionne avec la deuxieme partie de la famille des Solanacées d'autres genres tels
que Solanaceae, Belladonna, Alkekenges, Moles et Lycium, et ils ont également des fruits charnus.

Quelques Cestrum s'élevent en arbre, mais la plupart sont des arbrisseaux (Hallé et al., 2007).

150 espéces du genre Cestrum sont distribuées dans les régions tropicales et subtropicales a
travers le monde, dont les principales espéces sont : C. aurantiacum Lindl., C. diurnum L., C.
elegans (Brongn.) Schltdl., C. fasciculatum (Schltdl.) Miers, C. nocturnum L., et C. parqui L "Hérit.

Il existe plusieurs applications des plantes Cestrum en médecine traditionnelle (Nakkab ,2019).

3.2 Appellations

Cestrum parqui possede plusieurs autres appellations données par différents auteurs all travers le
monde (Nakkab, 2019; Slanis et al., 2009; Witt et Luke, 2017).

= Mesk el lil (Algérie)

= Chilean cestrum, Chilean jessamine, green cestrum, Willow leaf jessamine (Anglais)
= Cestrum vert, Jasmin de nuit (En Francais)

= Duraznillo Negro, Hediondilla (Espagnol, Argentine, Portugal),

= Palqui (Chili)

» Yerba santa (Catalogne), Hierba santa (Peru)

= Chilenischer Hammerstrauch (Allemand)

= Paipalquen (Inde)

= Bode (Ethiopie)

= Jasmini (Tanzanie)

14
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3.3 Systématique de Cestrum parqui

La classification qu’occupe Cestrum parqui est la suivante (Witt et Luke, 2017).

Regne:  Plantae
Branche : Angiospermes
Classe :  Dicotylédones
Ordre:  Solanales
Famille : Solanaceae
Genre:  Cestrum
Espece : C. Parqui

3.4 Description botanique

C’est un Arbuste érigé caducifolié de 1 a 3 m de long; trés ramifié, souvent drageonnant;
jeunes pousses verdatres et finement poilues, tiges plus récentes blanchatres et glabres, tiges plus

agées ligneuses; dégageant une odeur désagréable (Carapeto ,2016; Hallé et al., 2007; Witt et
Luke, 2017) (Figure 10).

Figure 10 Vue générale de Cestrum parqui (Original).
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Les Feuilles : Vert foncé, finement poilues quand elles sont jeunes et devenant glabres et
brillantes ensuite, étroites et lancéolées (8 a 11 cm de long et 2 a 4 cm de large), bases cunéiformes,
extrémités pointues, marges entieres, maintenues alternativement sur tiges des feuilles de 5 a9 mm
de long. (Figure 11-A).

Les Fleurs : Jaunes ou jaune verdatre, tubulaires (12 a 25 mm de long et 3 a 5 mm de large), en

grappes denses aux extrémités des branches. (Figure 11-B).

Les Fruits : Baies (fruits charnus qui ne s'ouvrent pas a maturité), vert devenant violet foncé
brillant & noiratre a mesure qu'elles marissent, ovales (10 a 15 mm de long et 6 a 10 mm de large),

graines brun foncé, en forme d'ceuf (3,5 & 4 mm de long). (Figure 3-C).

M J
b )
Figure 11 Différentes parties de Cestrum parqui (Original).

A : Feuilles, B : Fleurs, C : Graines.
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3.5 Répartition

Le Cestrum parqui est une plante ubiquitaire ; on la retrouve aussi bien en Australie qu’en
Afrique, au sud européen et en Amérique latine, (GBIF Secretariat ,2021) ; En Algérie cet
arbrisseau orne les parcs, jardins et espaces verts (Victoria, et al., 2013). Il est originaire
d'’Ameérique du Sud (Carapeto, 2016).

3.6 Composition chimique des métabolites secondaires

D’un point de vue chimique, les métabolites secondaires de la plupart des plantes du genre

Cestrum ont été étudiés (Barbouche et al., 2001).

De nombreux chercheurs ont démontré que les feuilles de C.parqui sont riches en métabolites
secondaires ; tel que alcaloides aglycones, les flavonoides, les polyphénols, Mucilage,

les Saponines, les Terpenes, Tanins cathéchiques et galiques (Nakkab et al., 2018).
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1 Récolte et séchage du matériel végétal

Le matériel végétal a été récolté au mois d’Avril 2021 au Jardin d’essai EL-HAMMA
(Belouizdad) (Figure 12).

Le prélevement a été effectué trés soigneusement sur des spécimens cultivés au stade de
floraison, les feuilles et les fleurs récoltées sont directement séchées dans des conditions ambiantes

d’humidité, de température et a I’abri de la lumiere.

Baie d'Alger

i1zl auls

Données cartographiques ©2021 1k
Figure 12 Carte géographique d’Alger, zone de récolte (en rouge) (Original).
Disponible sur le lien :

https://www.google.com/maps/d/viewer?mid=1kY5V5yiksMbHHrXHkY9w FJOWwvJyxkNs&hl
=fr&usp=sharing
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2 ldentification botanique de Cestrum parqui
L’identification botanique a été faite par un spécialiste au jardin d’essaye d’ELL HAMMA.
3 Traitement et préparation de la poudre végetale

La matiére végétale (feuilles et fleures) a été séché a température ambiante et a I’abris de la
lumiere puis broyée séparément a I’aide d’un broyeur jusqu’a I’obtention d’une poudre de

granulométrie compatible avec une extraction optimale.

Le broyat est ensuite conservé dans un bocal en verre hermétiquement fermé a température

ambiante en vue de procéder aux différentes manipulations.

4 Extraction des composeés actifs des feuilles de Cestrum parqui

4.1 Extraction des composés polaires et apolaires par la méthode de Soxhlet

4.1.1 Principe

Dans cette méthode, I'échantillon broyé est placé dans une cartouche fabriquée a partir d'un papier
filtre solide ou de la cellulose (Figure 13-B), qui est placé dans la chambre de cartouche de
I'appareil Soxhlet. Les solvants d'extraction sont chauffés dans le ballon inférieur (Figure 13-A),
se vaporisent dans la cartouche déchantillon, se condensent dans le condenseur et s‘égouttent.
Lorsque le contenu liquide atteint le bras de siphon, il se vide & nouveau dans le ballon inférieur et
le processus se répéte (Azwanida ,2015; Luthria, 2004).

Le cycle peut se répéter indéfiniment, jusqu'a épuisement complet du solide, d'ou I'efficacité
remarquable de cette technique par rapport a la simple macération. L’extraction est terminée
lorsque le solvant d’extraction devient de plus en plus clair c’est-a-dire sans une proportion

significative de soluté
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fabriquée a partir d'un papier filtre solide (Original).

4.1.2 Mode opératoire
Vingt grammes (20g) de la poudre végétale seche, est enveloppée dans une cartouche en papier

filtre, la cartouche sera placée dans le Soxhlet surmonté d’un réfrigérant.

200 ml de Chloroforme sont introduits dans un ballon. Le solvant est vaporisé puis condensé tout
en restant en contact avec la cartouche.

La solution collecté dans le ballon s’enrichit de plus en plus en soluté a chaque cycle d'extraction.

Aprés une dizaine de cycles nous récupérons dans le ballon le solvant enrichi en substances
solubles. Apres concentration a I'aide d'un évaporateur rotatif (Figure 5) on obtien I’extrait apolaire
ou lipidique de fleurs et de feuilles (extrait chloroformique de fleurs EC-FL ; extrait

chloroformique de feuilles EC-F).
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Le marc dégraisse par le chloroforme est repris par 200 ml de méthanol selon le méme protocole
pour récupérer la fraction polaire (extrait méthanolique de fleurs EM-FL ; extrait méthanolique de
feuilles EM-F).

L’extraction a été faite au laboratoire de Zootechnie de 1’universite de Blida 1.

Les ballons contenant les résidus secs sont pesés avant et apres extraction afin de déterminer la

teneur respective de chacune des fractions selon la formule suivante :

!

P
R%=FX 100

R : rendement de [’extraction, P’ : poids de poudre, P’ : Poids de [’extrait sec.

Figure 14 concentration a l'aide d'évaporateur rotatif (Original).

Les résidus obtenus sont conservés a 4°C + 2
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4.2 Extraction a chaud de I’extrait aqueux ou P’infuse a 5% ; (EA-F et EA-FL)

10 g de poudre de feuilles et de fleurs séche sont dissous dans 200 ml de 1’eau distillée stérile
chaude portée au bain marie (80°C), le mélange est laissé sous agitation pendant 15 mn, et il est

filtré et stérilisé par la suite a travers un micro-filtre de 0,20 pm, et conservé a 4 + 2°C.

Des dilutions de 5 et 10% sont préparées a partir de I’infusé a 5% au fur a mesure des tests
phytochimiques.

Figure 15 Extrait aqueux & 5%

A : Préchauffage de I’eau distillée, B : filtration de I’infusé
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4.3 Screening phytochimique des feuilles et des fleurs de Cestrum parqui

Les tests phytochimques consistent a identifier les différentes familles des métabolites
secondaires existants dans les parties aériennes de Cestrum parqui et ceci par une caractérisation

qualitative.
Les résultats sont exprimés selon le type de réaction:

- Tres positive : +++
- Moyennement positive : ++
- Positive : +

- Négative : —

4.3.1 Recherche des saponines

La détection des saponosides est réalisée en ajoutant un peu d’eau a 2 ml de I’extrait aqueux,
la solution est fortement agitée. Ensuite, le mélange est laissé pendant 20 minutes. La présence des

saponosides est évaluée comme suit :

- Pas de mousse = test négatif
- Mousse moins de 1 cm = test faiblement positif
- Mousse de 1-2 cm = test positif

- Mousse plus de 2 cm = test tres positif (Daira et al., 2016).

4.3.2 Recherche des tanins par FeCl,

La présence des tanins est mise en évidence par I’addition a 1 ml de I’extrait aqueux (5%) de
la plante de 2 ml d’eau et de 2 a 3 gouttes de solution de FeCl; diluée a 1%. Un test positif est

révélé par I’apparition d’une coloration bleue-noire ou bleue-verte (Daira et al., 2016).

4.3.3 Recherche des coumarines

Les coumarines sont révélées a partir de 2 ml de I’infusé a 5% placé dans un tube dans lequel
sont ajoutés 3 ml de NaOH (10%). Apres agitation de la solution, I’apparition d'une couleur jaune
indique la présence de coumarines (Daira et al., 2016).
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4.3.4 Recherche des flavonoides

Les anthocyanes :

A 5 ml d’extrait aqueux on ajoute 5 ml d’acide sulfurique (H2SO4) puis 5 ml d’hydroxyde
d’ammonium (NH4OH). Une coloration rouge en milieu acide et bleue violacée en milieu basique

témoigne de la présence d’anthocyanes (Daira et al., 2016).

4.3.5 Recherche des quinones libres

1 g de matériel végétal sec est broyé et placé dans un tube avec 15 a 30 ml d’éther de pétrole.
Aprés agitation et un repos de 24 h, les extraits sont filtrés et concentrés au rotavapeur. La présence
des quinones libres est confirmée par I’ajout de quelques gouttes de NaOH a 10%, lorsque la phase

aqueuse vire au jaune, rouge ou violet (Daira et al., 2016).

4.3.6 Dosage spectrophotométrique

4.3.6.1 Polyphénols totaux

Principe :

Le Folin-Ciocalteu est un réactif de couleur jaune ; ce dernier est constitué par un mélange
d’acide phosphotungstique (H3PW12040) et d’acide phosphomolybdique (HsPMo12040). Lorsque
les polyphénols sont oxydés, ils réduisent le réactif Folin-Ciocalteu en un complexe ayant une
couleur bleue constitu¢ d’oxyde de tungsténe et de molybdene. L’intensité de la couleur est
proportionnelle aux taux des composés phénoliques oxydés, aprés déterminé par

spectrophotométrie (Elberry et al., 2015).
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Meéthode :

Le mode opératoire consiste a prendre un volume de 200 pl de I’extrait (solution preparé en
raison de 1mg d’extrait dans 1ml de méthanol), un volume de 1 ml du réactif Folin-Ciocalteu (dilué
dix fois) est ajouté. Aprés 4 mn, un volume de 800ul de carbonate de sodium (Na2COs) (7,5% dans

I’eau distillée) a été versé sur la solution. Les tubes ont été placés a I’obscurité.

Aprés deux heures, les résultats sont lus a 765 nm Au spectrophotometre (UV-1601) en
utilisant des cuves en quartz (Annexe 04) ; La concentration des polyphénols totaux est calculée a
partir de I’équation de la régression de la gamme d’étalonnage, établie avec le standard (étalon)
I’acide gallique (0 a 80 mg/L) est exprimée en milligramme équivalent acide gallique par gramme
de maticre végétale seche (mg EAG/g MS) (Larbi ,2017).

Les teneurs sont calculées selon I’Equation :

CixV
C =—
m

C : lateneur en polyphénols totaux exprimée en mg équivalent acide gallique / g de matiere
seche,

Cy : La concentration d'acide gallique établie a partir de la courbe d'étalonnage enmg / L,
V : le volume d'extraiten L

m : le poids de I'extrait de plante en g.
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4.3.6.2 Flavonoides totaux

Principe :

Le dosage des flavonoides a été réalisé selon la méthode du Trichlorure d’aluminium (AICls)
qui est utilisé pour quantifier les flavonoides dans les extraits. Cette méthode est basée sur la

formation d’un complexe flavonoide-aluminium dont I’absorbance maximale est a A égale 430 nm.

Meéthode :

Une quantité de 1ml de chaque extrait est ajouté a 1ml d’une solution d’AlCI3 (2% dans le
méthanol). Aprés 10mn de réaction, I’absorbance est lue a 430nm. Au spectrophotometre (UV-
1601) en utilisant des cuves en quartz (Annexe 04) La concentration des flavonoides est déduite a

partir d’une gamme d’étalonnage établie avec la quercétine (5 a 30mg/L).

Les résultats sont exprimés en milligramme d’équivalent de quercétine par gramme de matiére
végétale seche (mg EQ/g MS) (Bourgou et al., 2008).

Les teneurs sont calculées selon I’Equation

CixV
c=-2""
m

C : la teneur en flavonoides totaux exprimée en mg équivalent quercétine / g de matiere seche,
C. : la concentration de la quercétine établie a partir de la courbe d'étalonnage en mg / L,
V : Le volume d'extrait en L.

m : Le poids de I'extrait de plante en g.
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4.4 Activité antimicrobienne in vitro de L’EC-FL, L’EC-F, EM-FL et PEM-F

de Cestrum parqui

4.4.1 Milieux de culture

Les géloses utilisées sont : la gélose nutritive, le saboureaud et la gélose Muller Hinton, La
préparation des milieux a été faite selon les instructions dans la boite renfermant la poudre ; La
quantité de la poudre requise de chaque milieu a été pesé et déposé dans des flacons préalablement
stérilisés, une quantité précise d’eau distillée bouillante est rajoutée a chaque flacon ; enfin ces

derniers sont autoclaves apres avoir été bien agités (Annexe 05).

4.4.2 Souches microbiennes

Le support bactérien est constitué de quatre souches bactériennes de référence sous forme de lots
““American Type Culture Collection’” ATCC : Escherichia coli ATCC 8739, Staphylococcus
aureus ATCC 6538, Bacillus subtilis ATCC 6633 , Pseudomonas aeroginosa ATCC 9027 et sept
types de Souches hospitaliére : Pseudomonas aeroginosa, Escherichia coli , Staphylococcus
aureus, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis, Acinitobacter et identifiés au niveau du

Laboratoire d’Hygiene de la Wilaya de Blida.

Le support fongique est constitué de deux souches fongiques de référence sous forme de lots
““American Type Culture Collection’”> ATCC : Candida albicans ATCC 10231, Aspergilus
brasiliensis ATCC 16404.
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Tableau 3 Souches microbiennes testées

Souche Forme Gram Code / Provenance
Escherichia coli Bacille - ATCC 8739
Staphylococcus aureus Cocci + ATCC 6538
Bacillus subtilis Bacille + ATCC 6633

ATCC 9027
Souche hospitaliére

Pseudomonas aeroginosa | Bacille
Pseudomonas aeroginosa | Bacille

Escherichia coli Bacille - Souche hospitaliére
Staphylococcus aureus Cocci + Souche hospitaliere
Klebsiella pneumoniae Bacille - Souche hospitaliére
Proteus mirabilis Bacille - Souche hospitaliere
Acinitobacter baumanni Coccobacille | - Souche hospitaliere
Candida albicans Ovoides / ATCC 10231

Aspergilus brasiliensis Mycélium / ATCC 16404

4.4.3 Enrichissement, préparation des cultures jeunes

Les souches conservées sont enrichies dans des milieux liquides d’enrichissement, incubés a
I’étuve. Apres I’incubation les tubes sont retirés, repiqués sur gélose et ré-incubée encore une fois
a I’étuve, les cultures obtenues dites cultures jeunes seront utilisées pour les préparations
d’inoculum microbien. Les conditions de I’incubation et les milieux utilisés sont optimales pour

chaque souche microbienne

4.4.4 Test antimicrobien par la méthode de diffusion de disque sur gélose

L’évaluation de [I’activit¢ antimicrobienne d’extraits de feuilles de C.parqui par
I’aromatogramme, a été réalisée par la méthode de diffusion sur milieu gélosé selon Hudzicki
(2012); en suivant les recommandations de Dolinsky (2020). Les tests ont été effectués au niveau
du Laboratoire d’Hygiene de la Wilaya de Blida et le laboratoire de microbiologie de I’université
Saad Dahlab Blida-1.
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4.45 Dosages et application des disques d’antibiotiques

La technique repose principalement sur le dépét a I’aide de micropipette de 10 ul de trois
concentrations (50, 100 et 150 mg/ml) de EC-F, EC-FL, EM-F, EM-FL dissoutes dans 1ml de
DMSO sur les disques de 06mm de diameétre (Annexe 07). Ces disques ainsi préparés sont déposés
sur les géloses appropriées (MH). Les essais sont répétés trois fois, avec des témoins positifs
(antibiotiques et antifongiques de référence) et négatifs (DMSO : Diméthylsulfoxyde sans extrait

de plante).

Figure 16 A : Imprégnation des disques, B: Extraits (Original).
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RESULTATS ET DISCUSSION EXTRACTION

1 Résultats de P’extraction des composes actifs des feuilles et des fleurs de

Cestrum parqui

Les résultats de ’extraction (figure 17) des composes actifs des feuilles et des fleurs de
Cestrum parqui par la méthode de Soxhlet en utilisant des solvants polaires (méthanol) et apolaires
(chloroforme) ont montré que pour les fleurs, la teneur en composés apolaires est de 4.6 %. Alors
que la teneur en composés polaires est de 16.1 % de la mati¢re séche (Figure 18).

Concernant les feuilles, la teneur en composés apolaire obtenu est de 3.7% tandis que celle des

principes actifs polaires est de 18.05% (figure 18).

V Ao —

Figure 17 Extraits méthanoliques et chloroformiques des feuilles et des fleurs

Rendement % des feuilles Rendement % des fleurs
EC-F, EC-FL
3.70% 4.60%

EM-F, EM-FL
18.05% 6.10%

Marc
restant,
78.25%

Marc restant h
79.30%

EC-F =EM-F ®Marc restant mEC-FL ®EM-FL Marc restant

Figure 18 Rendement de I'extraction solide-liquide. 32
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2 Résultat du screening phytochimique des feuilles et des fleurs de Cestrum

parqui

Les tests d’évaluation préliminaire de la composition chimique de I’extrait aqueux des feuilles
et des fleurs de C.parqui ont permis de mettre en évidence une présence importante de quelques

groupes chimiques représentés dans le tableau ci-dessous :
Les résultats sont exprimés selon le type de réaction:
Tres positive : +++
Moyennement positive : ++
Positive : +

Négative : —

Tableau 4 Résultats du screening phytochimique

Composés phytochimiques Fleurs Feuilles
Les saponines + ++

Les tanins +++ 4+
Les coumarines ++ +

Les anthocyanes +++ +

Les quinones libres ++ +
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Le screening phytochimique permet la La mise en évidence de différents métabolites secondaires

produits par la plante ce qui nous renseigne sur ses activités pharmacologiques.

D’aprés le tableau, on peut constater que :

- L’indice de mousse indique que la présence des saponosides est plus importante dans les
feuilles qu’au niveau des fleurs.

- Une réaction chimique trés positive détectant les tanins est observée dans les deux parties
de la plante.

- Les Coumarine, sont moyennement présents dans les fleurs et faiblement observé, dans les
feuilles.

- Les anthocyanes sont tres fortement présents dans les fleurs par rapport aux feuilles ou ils
sont & faible concentrations.

- Les quinones libres sont peu présentes au niveau des feuilles qu’au niveau des fleurs.

Figure 19 Photos de quelques résultats de screening chimique

A : recherche des anthocyanes B : La détection des saponosides, C : Recherche des tanins par FeCls,

D : Recherche des quinones libres
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2.1 Dosage des composés phénoliques totaux :

Les composés phénoliques sont des molécules bioactives tres recherchées parce qu’elles sont

réputées pour leurs excellentes propriétés antioxydantes et antimicrobiennes (Clérivet et al., 1996).

Le dosage spectrophotométrique cible les composés réduits résultants de 1’oxydation des
composés phénoliques par le Folin-Ciocalteu. La teneur en polyphénols totaux est exprimée en

milligramme équivalent acide gallique par gramme de matiéere séche.

1.40
1.20
y = 0.0134x + 0.0514
R2 = 0.9982
1.
> 00
o
w
=
Z 0.80
QD
>
8
0.60
0.40
0.20
0.00
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
concentration en mg/L

Figure 20 Courbe d'etalonage de I'acide gallique
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Tableau 5 Teneur en composés phénoliques dans les différents extraits de la plante (C. parqui).

Extraits  Concentration moyenne en mg EAG/g MS  Ecart type

EM-FL 61,36 2,21
EM-F 46,49 1,23
EC-FL 17,68 0,48
EC-F 30,79 3,44

Les résultats du dosage spectrophotometrique a une longueur d’onde de 765nm est mentionné
dans le tableau 5. La concentration des composés phénoliques totaux est exprimée en millgramme
équivalent acide gallique par gramme de matiére seche.

Les résultats de la teneur en composés phénoliques totaux montrent que I’extrait méthanolique
des fleurs est plus riche avec un taux de (61.36+2.21 mg EAG/g MS), suivie de I’extrait
Méthanolique des feuilles avec un taux de (46.49+1.23 mg EAG/g MS) et I’extrait chloroformique
des fleurs posséde la plus faible concentration avec (17.68+0.48 mg EAG/g MS),
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2.2 Dosage des flavonoides totaux

La concentration des flavonoides est déduite a partir d’une gamme d’étalonnage établie avec la

quercétine (5a 30 mg/L).

Les résultats sont exprimés en milligramme d’équivalent de quercétine par gramme de matiére
végétale seche (mg EQ/g MS) (Bourgou et al., 2008) (Figure 13).

Les résultats du dosage spectrophotomeétrique a une longueur d’onde de 430 nm du complexe
flavonoide-aluminium est mentionné dans tableau 6. La concentration des flavonoides totaux est

exprimée en millgramme équivalent de quercétine par gramme de matiére séche.

2.000

1.800 y =0,0607x-0,0260
R2=0.9975

1.600

1.400

1.200

1.000

90UR0I0SqY

0.800
0.600 .
0.400

0.200

0.000
0 5 10 15 20 25 30 35

concentration en mg/L

Figure 22 Courbe d'étalonnage de la quercétine.
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Tableau 6 Teneur en flavonoides.

Extraits  Concentration moyenne en mg EQ/g MS  Ecart type

EM-FL 13,76 0,70
EM-F 9,33 0,19
EC-FL 2,97 0,05
EC-F 15,63 0,18

Les résultats du dosage des flavonoides (tableau 6) indiquent que la teneur la plus importante a
¢été retrouvée dans I’extrait chloroformique des feuilles (15.63 + 0.18 mg EQ/g MS), suivie de
I’extrait méthanolique des fleurs (13.76 + 0.70 mg EQ/g MS). La valeur de la concentration de
I’extrait méthanolique des feuilles est de (9.33+ 0.19 mg EQ/g MS) et une concentration trés faible

dans I’extrait chloroformique des fleurs est enregistrée (2.97+ 0.05 mg EQ/g MS).

Figure 23 Dosage des Flavonoides (Original).
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3 Résultat de P’activité antibactérienne et antifongique de ’EM-F, EM-FL,
EC-F et EC-FL des feuilles de Cestrum parqui

Pour caractériser I’activité antimicrobienne de nos extraits, nous avons utilisé la méthode de
diffusion sur disques. C’est une technique qualitative basée sur la mesure du diameétre des halos

d’inhibition apparents autour des disques chargés d’extraits végétaux.

De plus, I’inactivité du solvant (DMSO) utilisés pour dissoudre les résidus de ces extraits a été

vérifiée. La sensibilité des souches aux antimicrobiens de référence a également été controlée.

Mutai et al., (2009) et son équipe Ont classé les diamétres des zones d’inhibition de la croissance
microbienne « D » en cinqg (5) classes, Trés fortement sensible D > 30mm, Fortement sensible
21mm <D < 29mm, Modérément sensible 16mm < D < 20mm, Légerement sensible 1 lmm <D <

16 mm et Résistante D < 10mm.
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Figure 24 Photos de I’effet quelques extraits sur quelques souches bacteriennes et fongiques (Original).

A: Pseudomonas Aerogenosa ATCC avec extrait a 50mg/ml, B : Proteus mirabilis avec extrait a
50mg/ml, C : kllebsiella pneumoniae avec extrait a 100mg/ml, D : Staphylococcus aureus avec extrait
a 150mg/ml, D : Bacillus subtilis avec extrait a 150mg/ml , E : Candida albicans ATCC avec extrait a
150mg/ml, F : Staphylococcus aureus ATCC avec extrait a 100mg/ml. 40



RESULTATS ET DISCUSSION ACTIVITE ANTIBACTERIENNE ET ANTIFONGIQUE

3.1 Effet antibactérien des témoins positifs : La Ciprofloxacine et la

Gentamicine

L activité antibactérienne des témoins de références (Annexe 03) a été hautement significative.
La ciprofloxacine a été I’antibiotique de référence le plus marqué ; d’ailleurs il a été actif sur toutes
les souches bactériennes testées; une tres forte activité a été observé sur les deux souches de

Pseudomonas aeroginosa avec des zones d’inhibitions de 40 et 37 mm respectivement.

La gentamicine a exprimé un pouvoir antibactérien moins important que la ciprofloxacine. Une
tres forte activité a été observé sur Pseudomonas aeroginosa hospitaliére et Bacillus subtilis avec
des zones d’inhibitions de 39 et 37 mm respectivement

m TEST POSITIVE
45.00
40.00
35.00
30.00
25.00
20.00
15.00
10.00
5.00
0.00
EC1 SAl PA1l PA2 EC2 SA2

B Gentamicine M Ciproflaxacine

Figure 25 Moyennes des zones d'inhibitions de la ciprofloxacine et de la gentamicine vis a vis

des bactéries étudiées.

E.C.1: Escherichia coli ATCC, S.A 1: Staphylococcus aureus ATCC, B.S: Bacillus subtilis ATCC,
P.A.1: Pseudomonas aeroginosa ATCC, P.A.2: Pseudomonas aeroginosa, E.C.2: Escherichia coli, S.A.2:
Staphylococcus aureus, K.P: Klebsiella pneumoniae, P.M: Proteus merabilis, A.B: Acinitobacter
baumanni, C.A : Candida albicans ATCC, A.S: Aspergilus brasiliensis ATCC
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Figure 26 Photos de quelques resultats des temoins positif (gentamicine et ciprofloxacine).

A: Bacillus subtilis, B : Staphylococcus aureus ATCC, C : Escherichia coli ATCC, D: Pseudomonas
aeroginosa ATCC.
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3.2 Effet antifongique des téemoins : Le nitrate d'éconazole

D’apres le tableau 7, le nitrate d'éconazole semble avoir une activité vis-a-vis la souche candidat
albicans parcontre Aspergilus brasiliensis est totalement resistant.

Tableau 7 Résultats des temoins contres les souches fongiques.

Candida albicans

Aspergilus brasiliensis

Zone d’inhibition = 0 mm
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3.3 Effet antibactérien et antifongique de I’extrait chloroformique des fleurs
(EC-FL)

Les résultats présentés sur la figure 27 et I’annexe 3 montrent que I’extrait chloroformique des
fleurs (EC-FL) a été largement actif sur la majorité des bactéries testées avec un pouvoir
antibactérien prononcé principalement sur B. subtilis et une resistance totale des souches fongiques
(C. albicans et A. brasiliensis) S. aureus hospitalieres testées. Aucun effet antibactérien a été noté

pour la concentration 50 mg /ml.

EC-FL

mm
16.00

14.00
12.00

10.00
8.00
6.00
4.00
2.00
0.00

E.C.1 5A1 BS PAl PAZ EC2Z2 S5AZ2

m50mg/ml m100mg/ml m150mg/ml

Figure 27 Moyennes des zones d'inhibitions en mm de I'extrait chloroformique des fleurs.

E.C.1: Escherichia coli ATCC, S.A 1: Staphylococcus aureus ATCC, B.S: Bacillus subtilis ATCC,
P.A.1: Pseudomonas aeroginosa ATCC, P.A.2: Pseudomonas aeroginosa, E.C.2: Escherichia coli, S.A.2:
Staphylococcus aureus, K.P: Klebsiella pneumoniae, P.M: Proteus merabilis, A.B: Acinitobacter
baumanni, C.A : Candida albicans ATCC, A.S: Aspergilus brasiliensis ATCC
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3.4 Effet antibactérien et antifongique de I’extrait chloroformique des feuilles
(EC-F)

L'extrait chloroformique des feuilles a 50 mg/ml a présenté un effet antibactérien trés faible
sur trois souches bacteriennes Bacillus subtilis, Pseudomonas aeroginosa ATCC et Staphylococcus aureus
; par contre sa concentration a 100 et 150 mg/ml ont exprimeé un pouvoir antibactérien sur la

totalité des bactéries testées (Annexe 03).

Nous avons noté une résistance totale des souches fongiques testées vis-a-vis de I'extrait

chloroformique des feuilles de C. parqui.

o EC-F
14.00
12.00

10.00

8.0
6.00
4.00
20
0.0

E.C1 SA1 BS PA1 PA2 EC2 5A2

=)

o

o

m50mg/ml m100mg/ml m 150mg/ml

Figure 28 Moyennes des zones d'inhibitions en mm de l'extrait chloroformique des feuilles

E.C.1: Escherichia coli ATCC, S.A 1: Staphylococcus aureus ATCC, B.S: Bacillus subtilis ATCC,
P.A.1: Pseudomonas aeroginosa ATCC, P.A.2: Pseudomonas aeroginosa, E.C.2: Escherichia coli, S.A.2:
Staphylococcus aureus, K.P: Klebsiella pneumoniae, P.M: Proteus merabilis, A.B: Acinitobacter
baumanni, C.A : Candida albicans ATCC, A.S: Aspergilus brasiliensis ATCC
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3.5 Effet antibactérien et antifongique de I’extrait méthanolique des fleurs
(EM-FL)

Les résultats représentés dans la figure 29 et I’Annexe 03 montrent que I’extrait méthanolique
des fleurs (EM-FL) a été largement actif sur la majorité des bactéries et souches fongique testées.
Nous avons remarqué une résistance de la souche hospitaliére S. aureus et A. brasiliensis au deux
concentrations 100 et 150 mg/ml de I’extrait testé. Aucun effet antibactérien a été noté pour la

concentration 50 mg /ml.

EM-FL

E.C.1 SA1 BS PA1l PA2 EC2 5A.2

mm
12.00

10.00

8.0

o

6.0

=

4.0

o

2.0

o

0.0

o

m50mg/ml m100mg/ml m 150mg/ml

Figure 29 Moyennes des zones d'inhibitions en mm de I'extrait méthanolique des fleurs

E.C.1: Escherichia coli ATCC, S.A 1: Staphylococcus aureus ATCC, B.S: Bacillus subtilis ATCC,
P.A.1: Pseudomonas aeroginosa ATCC, P.A.2: Pseudomonas aeroginosa, E.C.2: Escherichia coli, S.A.2:
Staphylococcus aureus, K.P: Klebsiella pneumoniae, P.M: Proteus merabilis, A.B: Acinitobacter
baumanni, C.A : Candida albicans ATCC, A.S: Aspergilus brasiliensis ATCC
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3.6 Effet antibactérien et antifongique de I’extrait methanolique des feuilles
(EM-F)

La Figure 30 et 1I’Annexe 03 montrent une activité antifongique de 1’extrait méthanolique des
feuilles (EM-F) sur C. albicans et une resistance d’A. brasiliensis ATCC. On a remarqué également
la présence d’une activité antibactérienne de la plupart des souches testées sauf pour B. subtilis et
S. aureus. L'extrait méthanolique des feuilles a 50 mg/ml a présenté un effet antibactérien contre
Eshrichia coli ATCC.

om EM-F
14.00

12.00
10.00

8.00

6.00

4.00

2.00

0.00

EC1 SA1 BS PAl PA2 EC2 SA2

m50mg/ml m100mg/ml m 150mg/ml

Figure 30 Moyennes des zones d'inhibitions en mm de I'extrait méthanolique des feuilles

E.C.1: Escherichia coli ATCC, S.A 1: Staphylococcus aureus ATCC, B.S: Bacillus subtilis ATCC,
P.A.1: Pseudomonas aeroginosa ATCC, P.A.2: Pseudomonas aeroginosa, E.C.2: Escherichia coli, S.A.2:
Staphylococcus aureus, K.P: Klebsiella pneumoniae, P.M: Proteus merabilis, A.B: Acinitobacter
baumanni, C.A : Candida albicans ATCC, A.S: Aspergilus brasiliensis ATCC
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4 Discussion

Les résultats de I’extraction des composés actifs des feuilles et des fleurs de Cestrum parqui par
la méthode de Soxhlet en utilisant des solvants polaires (méthanol) et apolaires (chloroforme) ont
montré que pour les fleurs, la teneur en composés apolaires est de 4.6 %. Alors que la teneur en

composés polaires est de 16.1 % de la matiére séche.

A T’issue des résultats du screening phytochimique, nous avons constaté une richesse en
métabolites secondaires au niveau de la partie aérienne de la plante, les fleurs plus précisément par
rapport aux feuilles. Ces parties contienne une quantité plus au moins importante des composés
phénoliques (tanins, anthocyanes, coumarines et quinones libre), et des saponosides. Alors que, les
résultats de 1’étude de Chikkaswamy (2015) sur trois espéces de Cestrum sont avérées négatives

vis a vis de la présence des saponines dans les feuilles de la plante.

De plus , nos résultats contrarient ceux obtenus par (Nekkab ,2019), ce chercheur a réalisé un
criblage préliminaire sur trois extraits ( aqueux, éthanolique et étheropetrolique ) des feuilles de C.
parqui révélant 1’absence des coumarines, anthocyanes et quinones. Cette différence est peut-étre

due la non solubilité de ces extraits dans les solvants sités.

La reéalisation du dosage spectrophotomeétrique des composés phénoliques totaux et flavonoides
totaux nous a permis de constater que les extraits méthanoliques des fleurs et des feuilles de C.
parqui sont plus riches en composés phénoliques par rapport aux extraits clorophormiques. La
teneur élevée en polyphénols dans I’extrait méthanolique est liée a la grande solubilité des phénols

dans les solvants polaires (Liu et al., 2010).

Concernant le dosage des flavonoides totaux, les résultats de notre étude montrent que la teneur
la plus importante a été retrouvée dans I’extrait chloroformique et métanolique des feuilles de C.

parqui.

Par ailleurs, il est difficile de comparer les valeurs trouvées dans nos résultats avec ceux
observés dans la bibliographie ; Iutilisation de différentes méthodes d’extraction et de
quantification réduit la fiabilité d’une comparaison entre les études. En plus, plusieurs facteurs
peuvent influer sur la teneur en flavonoides car des études montrent que les facteurs extrinseques

tels que les facteurs climatiques et environnementaux, le patrimoine génétique, la période de la
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récolte et le stade de développement de la plante ont une nette influence sur le contenu en

flavonoides des plantes (Miliauskas et al., 2004).

Le test de I’activité antimicrobienne de C. parqui vis-a-vis de différentes souches bactériennes et

fongiques a montré une variable action selon les différentes concentrations testées.

Les modes d’actions des agents antibactériens différent selon leurs modes d’actions et la nature
de leur affinité entre la bactérie et I’agent inhibant la croissance bactérienne, L’efficacité de la
ciprofloxacine sur toutes les souches bactériennes refléte le spectre large de son activité ; La
ciprofloxacine se lie a 'ADN gyrase bactérienne en l'inhibant, une enzyme essentielle a la
réplication de I'ADN au cours de la traduction (Zhang et al., 2018), ce qui le rend un antibiotique

de référence et du premiere intention dans le cas des infections bactériennes les plus séveres.

L efficacité de la gentamicine sur toutes les souches bactériennes est due & son mode d’action,
cet agent se lie de maniére irréversible a la sous-unité ribosomique 30S bactérienne. Plus
précisément, cet antibiotique est logé entre I'ARNr 16S et la protéine S12 au sein de la sous-unité
30S. Cela conduit a une interférence avec le complexe d'initiation de la traduction, une mauvaise
lecture de 'ARNm, entravant ainsi la synthése des protéines et entrainant un effet bactericide
(Shakil et al., 2008).

L’antifongiques testé dans ce travail (le nitrate d'éconazole) s’est avéré efficace vis-a-vis de C.

albicans.

Nos résultats peuvents étre expliqués par 1’inhibition de la biosynthese de I'ergostérol par le
nitrate d’éconazole, ce qui endommage la membrane de la paroi cellulaire fongique en altérant sa
perméabilité entrainant une perte des composants intracellulaires essentiels. De plus, le nitrate
d'éconazole inhibe la biosynthése des triglycérides et des phospholipides et inhibe l'activité
enzymatique oxydative et peroxydative qui peut contribuer a la nécrose cellulaire et a la mort
cellulaire (Hines et al., 2017). Nos résultats corroborent avec ceux trouves par Kaya et Kiraz
(2007) dont ils ont mentré que trois (03) souches d’Aspergilus spp ont été résistantes a
I’itraconazole. Selon Jagdish Chander (2009) ces méme souches sont susceptibles d’étre

résistantes au nitrate d'éconazole.

La différence de la sensibilité des souches aux extraits testés pourraient étre dues a la variation

du taux de pénétration des échantillons a travers la paroi et la membrane cellulaire des structures
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(Cox et al., 2000; Cox et al., 2001). Les bactéries a Gram positif sont moins protégées contre les
agents antibactériens, le peptidoglycane n’entrave que la diffusion des poids moléculaires a 50 KD
(Hogan et Kolter, 2002).

D’autre part, nous avons constaté que I’lEM-FL a 150 mg/ml a un effet antibactérien qui peut étre
attribué a la présence des polyphénols et des flavonoides dans les fleurs de C.parqui. Ces composés
sont connus pour leurs propriétés antimicrobiennes selon la littérature (Bruneton ,2009; Clérivet,
etal., 1996).

Du fait de la variabilité des résistances des souches testées et des profils des composants des
quatres extraits, il est probable que leur activité antimicrobienne ne soit pas attribuable a un

mécanisme unique, mais a plusieurs sites d'action au niveau cellulaire (Carson et al., 2002).

Les études sur les mécanismes d'action de cette activité sont négligeables. Jusqu’a présent, il
n'existe pas d'étude pouvant nous donner une idée claire et précise sur le mode d'action des feuilles
de C.parqui sur les bactéries. Peu de travaux publiés sont rapportés sur I’activité antimicrobienne
des extraits de C.parqui, en effet, Nekkab (2019) a montré que I’extrait éthanolique et

étheropétrolique de feuille a 100 mg/ml été fortement actif sur les bacteries Gram positif testée.

Une étude faite par (Mglgaard et al., 2011) a rapporté que I’extrait méthanolique de feuille a
1mg/ml de C.parqui a été actif seulement sur une Gram négatif (E. coli). Alors qu’elle présentait

une insensibilité de B. subtilis, ce qui est en corrélation avec nos résultats de I’extrait EM-F.

Au vu des résultats de I’étude de I’activité antibactérienne, il nous apparait que les extraits des

fleurs ont été plus actifs que les extraits de feuilles sur la majorité des souches testées.

L’effet antibactérien obtenu avec les différents extraits méthanoliques de la plante pourrait étre
attribué a la présence d’acides phénoliques et de flavonoides (Daglia ,2012; Keykhasalar et al.,
2020). La sensibilité des bactéries aux différents polyphénols varie en fonction de la souche testée

et de la structure du composé phénolique (Taguri et al., 2004).

L’inefficacité des extrait chloroformiques sur toutes les souches fongiques utilisées est
probablement due a une concentration faible en saponines, flavonoides, tanins et d’autres composés
polyphénoliques ; qui sont doués d’une forte toxicité sur les levures et les champignons. (Bruneton
,2009).
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5 Conclusion et perspectives

La phytothérapie est considérée comme treés efficace pour les traitements et la médecine
traditionnelle, qui a été marginalisée pendant des siécles, est désormais soutenue par le public et

les chercheurs.

Notre travail est une contribution a I’étude et la validation des propriétés bioactives de la partie
aérienne (feuilles et fleurs) de Cestrum parqui due a sa richesse en divers métabolites secondaires
bioactifs tels que les flavonoides, les polyphénols, les saponines, les coumarines, mis en évidence

par le criblage chimique préliminaire (screening phytochimique).

La nature des principes chimiques recouvert, nous a laissé prévoir des activités antibactérienne

et antifongique intéressantes enfin confirmeé la méthode de diffusion des disques.

L’extraction des molécules actives a partir des feuilles et des fleurs de Cestrum parqui est
faite par deux solvants différents choisis pour leur polarité, le méthanol et le chloroforme, de
maniere a solubiliser un maximum de composés. Un rendement plus important est noté lors de
I’utilisation du méthanol par rapport au chloroforme. Concernant 1’activité antimicrobienne nous
avons constaté que les extraits méthanoliques ont revelé une activité antifongique contre Candida
albicans plus prononcé par I’extrait methanolique des feuilles et des activités antimicrobiennes
variables avec les quatres extraits contre les dix bactéries testées et une trés bonne sensibilité

observée chez Bacillus subtilis avec les deux extraits chloroformiques.

Les résultats de ce travail font un point de départ pour mieux comprendre les mécanismes
d’inhibition et méme pour tester d’autres extrait bruts ou fractionnés de cette plante, et de tester

aussi d’autres souches bactérienne et fongiques afin d’optimiser les résultats.

Une étude chimique plus approfondie complétée par des tests biologiques ainsi que des
extractions avec d’autres types de solvants et d’autres méthodes d’extractions (macération,
décoction, extraction d’huile essentielle...), sont nécessaires pour élaborer des stratégies
d’application pratique et afin d’isoler d’autres métabolites secondaires biologiquement actifs et de

connaitre les meilleurs rendements.
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Annexe

Annexe 01

RENDEMENT DE L’EXTRACTION SOLIDE-LIQUIDE PAR LA METHODE DE SOXHLET :

Extraits Poids de I’extrait sec | Rendement

Extrait chloroformique des feuilles EC-F 0,749 3,7%

Extrait chloroformique des fleurs EC-FL 0,929 4,6 %

Extrait methanolique des feuilles EM-F 3,619 18,05 %

Extrait Methanolique des fleurs EM-FL 3,229 16,1 %
Annexe 02

Dosage des polyphenols

Extraits L’Absorbance a 765nm

Repetitions
EM-FL 0,896 0,885 0,840
EM-F 0,688 0,679 0,656
EC-FL 0,281 0,291 0,293
EC-F 0,508 0,468 0,416
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Dosage des flavonoids

Extraits L’Absorbance a 430nm
Repetitions
EM-FL 0,761 0,842 0,825
EM-F 0,528 0,543 0,550
EC-FL 0,151 0,154 0,157
EC-F 0,911 0,925 0,932
Annexe 03

Effet antimicrobien des extraits sur les souches bactériennes, comparaison de I’effet du méme
extrait sur toutes les souches testées et les temoins positifs (la moyenne des zones d’inhibition est

exprimée en mm, 3 essayes sont fait pour chagque souche)

EM-F (Extrait Méthanolique des Feuilles)
50mg/ml 100mg/ml 150mg/ml
Extraits

Bacteries N S m N s o N o=

2 ® 5 3 ® 5 2 |®5
Escherichia coli ATCC 7,00 0,00 9,00 1,00 8,67 0,58
Staphylococcus aureus ATCC | 0,00 0,00 7,33 0,58 8,67 0,58
Bacillus subtilis ATCC 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
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Pse“domggscaemginosa 0,00 0,00 733 | 0,58 933 | 1,15
Pseudomonas aeroginosa 0,00 0,00 7,00 0,00 8,33 0,58
Escherichia coli 0,00 0,00 7,00 0,00 9,33 0,58
Staphylococcus aureus 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Klebsiella pneumoniae 0,00 0,00 8,00 1,00 9,00 1,00
Proteus merabilis 0,00 0,00 9,67 0,58 1,00 1,00
Acinitobacter baumanni 0,00 0,00 8,67 0,58 9.33 0,58
Candida albicans 0,00 0,00 0,00 0,00 12,67 0,58
Aspergilus brasiliensis 0,00 0,00 0,00 0,00 0.00 0,00

EC-F (Extrait Chloroformique des Feuilles)
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50mg/ml 100mg/ml 150mg/ml
Extraits

N < N < N < m

Bacteries % 3 % % 3 % % E %
Escherichia coli ATCC 0,00 0,00 8,00 1,00 8,00 0,00
Staphy'z‘%oc‘;éus aureus 1 0,00 | 0,00 733 | 0,58 833 | 0,58
Bacillus subtilis ATCC 7,00 0,00 7,67 0,58 12,00 1,00
Pse“domz$?:scaeroginosa 7,00 | 0,00 9,00 | 1,00 933 | 0,58
Pseudomonas aeroginosa 0,00 | 0,00 7,67 | 0,58 8,00 0,00
Escherichia coli 0,00 | 0,00 833 | 0,58 8,67 0,58
Staphylococcus aureus 7,00 | 0,00 7,00 | 0,00 8,00 0,00
Klebsiella pneumoniae 0,00 | 0,00 8,67 | 0,58 9,00 0,00
Proteus merabilis 0,00 0,00 8,67 0,58 9,00 0,00
Acinitobacter baumanni 0,00 | 0,00 8,00 | 1,00 9,67 0,58
Candida albicans ATCC 0,00 | 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00
Aspergilus brasiliensis 0,00 | 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00
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EM-FL (Extrait Metanolique des fleurs)

Extraits 50mg/ml 100mg/ml 150mg/ml
N < m N < m N < m
. o T Q o T Q o T Q
Bacteries = @ 3 3 @ g 3 @ %
Escherichia coli ATCC 0,00 0,00 8,00 1,00 8,33 0,58
Staphylococcus aureus ATCC 0,00 0,00 7,00 0,00 9,67 0,58
Bacillus subtilis ATCC 0,00 0,00 7,00 0,00 10,00 0,00

Pseudomonas aeroginosa ATCC | 0,00 0,00 7,33 0,58 8,33 1,53

Pseudomonas aeroginosa 0,00 0,00 8,67 1,15 10,33 0,58
Escherichia coli 0,00 0,00 8,00 0,00 8,67 0,58
Staphylococcus aureus 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Klebsiella pneumoniae 0,00 0,00 8,33 0,58 8,67 0,58
Proteus merabilis 0,00 0,00 9,33 0,58 9,67 0,58
Acinitobacter baumanni 0,00 0,00 8,00 1,00 9,00 1,00
Candida albicans ATCC 0,00 0,00 8,67 0,58 9,67 0,58
Aspergilus brasiliensis ATCC 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
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EC-FL (Extrait Chloroformique des fleurs)

Extraits 50mg/ml 100mg/ml 150mg/ml
N < m N < m N < m
. o T Q o T Q o T Q
Bacteries = @ 3 = @ g 3 @ %
Escherichia coli ATCC 0,00 0,00 7,33 0,58 7,67 1,15
Staphylococcus aureus ATCC 0,00 0,00 7,00 0,00 8,00 1,00
Bacillus subtilis ATCC 0,00 0,00 10,00 0,00 14,00 1,00

Pseudomonas aeroginosa ATCC | 0,00 0,00 7,33 0,58 9,33 1,53

Pseudomonas aeroginosa 0,00 0,00 8,67 0,58 9,33 1,15
Escherichia coli 0,00 0,00 8,00 1,00 8,00 0,00
Staphylococcus aureus 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Klebsiella pneumoniae 0,00 0,00 9,00 0,00 9,67 0,58
Proteus merabilis 0,00 0,00 10,33 1,15 10,67 | 0,58
Acinitobacter baumanni 0,00 0,00 8,67 0,58 9,67 0,58
Candida albicans ATCC 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Aspergilus brasiliensis ATCC 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
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Effet antibactérien des témoins positifs et negatifs (zone d’inhibition en mm)

Extraits Ciprofloxacin Gentamicin DMSO
Bacteries
Escherichia coli ATCC 35,00 28,00 0
Staphylococcus aureus | 30,00 25,00 0
ATCC
Bacillus subtilis ATCC 35,00 37,00 0
Pseudomonas 40,00 30,00 0

aeroginosa ATCC

Pseudomonas 37,00 39,00 0
aeroginosa

Escherichia coli 30,00 33,00 0

Staphylococcus aureus 30,00 33,00 0

Klebsiella pneumoniae 21,00 20,00 0

Proteus merabilis 27,00 28,00 0

Acinitobacter 32,00 28,00 0
baumanni
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Annexe 04

Photo du spectrophotometre et des cuves en quartz (originale)

(99

4300 ‘ :
016 ABS

A: Spectrophotométre (UV-1601) et cuve en verre, B: Cuve en quartz (original).
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Annexe 05

Préparation des milieux, (La préparation est faite selon les instructions figurant sur la boite

renfermant la poudre)

Etapes de préparation des milieux (Original)

A : flacons stérilisés, B : pesage de la poudre, C : autoclave
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Annexe 06
Composition de différents milieux de culture utilisés.

Eau physiologique stérile :

Chlorure de sOdium (NGCI)......cooieeiieiiieeieeee e e e e e e e e e e e s e eabb st be e baeabearreeeeeeens 9g
Yo Ty A1 1< T TR 1000ml

Gélose nutritive (GN) : (en g /l d’eau distillée)

(=T o1 (o] o [T OO PP PP PP PP UUPPPPPR 10g
EXErait A VIANA ...ttt e e e e et ee e e e bbb e e e e e st eeeeeeeeeses e nsbssbbarbrareeeeseeeens 3g
EXErAIt 08 IEVUIE.ceii ittt e s et e e e s e e e e e s sbbeaeee e e sataeeeeeeeasseeaaaaens 3g
ChIOrUre de SOQIUM....... e e e e e e e e e e e e seseeeasaanrtaeseeereaeesaeeaaeeeseennnns 5g
Y= Y 18g
PH 7,4

Gélose Muller Hinton (MH) : (en g/l d’eau distillée)

A =T LR =T o o [ U 2g
Ve [ o] VAT W [ or= F < [T OO TRTRTT 17,58
1Y 0 01 Tc [o o TR 1,5g
LAY | SO USSP PO P PP UPPT PP PUPOPOPPPRN 10g
Annexe 07
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Photo d’un flacon de disques de 6 mm de diamétre
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