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Abstract

The phenolic compounds were extracted from the aerial part of the plant Ruta chalepensis using
methanol with water distilled by double maceration. The results showed that the raw extract has a
yield of 18%.

Quantitative estimates of polyphenols and flavonoids were shown using optical methods. The raw
extract is rich in these compounds (108.60 + 11.34 microgram EAG/mg) of the extract and (9.72 £
0.60 microgram/mg), respectively, evaluates the antifungal activity of an extract using two

methods: the incorporation of the extraction in the middle and the method of embedding the extracts
into the discs. These methods test on fungal isoles: Alternaria; Rhizopus; Aspergillus; Fusarium and
Penicillium at a concentration of 1.5 grams/mg showed that the plant extract has an effect on each
fungus at different percentages.

Keywords: plant Ruta chalepensis — polyphenol — flavonoid — mushrooms— hydroalcoholic extract



Résumé

Les composés phéenoliques ont éteé extraits de la partie aérienne de la plante Ruta chalepensis a l'aide
de méthanol avec de I'eau distillées par la double macération. Les résultats ont montré que I'extrait
brut a un rendement de 18%.

Les estimations quantitatives des polyphénols et des flavonoides ont été montrées a l'aide de méthodes
optiques. L’extrait brut est riche en ces composés (108,60 = 11,34 microgrammes EAG /mg) de
I'extrait et (9,72 £ 0,60 microgramme / mg), respectivement, les évaluations de I’activité antifongique
d’un extrait a I’aide de deux méthodes : I’incorporation de I’extrait au milieu et la méthode d’imbibé
I’extrait dans les disques. Ces méthodes testent sur des isolas fongiques : Alternaria ; Rhizopus ;
Aspergillus ; Fusarium et Penicillium a une concentration de 1,5 grammes / mg ont montré que

I’extrait végétale a un effet sur les chaque champignons a des différents pourcentages.

Mots clés : plante Ruta chalepensis —polyphénol — flavonoide — champignons— extrait

hydroalcoolique



Liste des abréviations

DMSO : Diméthylsulfoxyde.

Milieu PDA : Milieu Potatoes Dextrose Agar.
Milieu S : Sabouraud.

Milieu MEA : Malt Agar Extract.

Milieu CYA : Czapek Yesat Agar.

R % : Rendement exprimé en %.

M : Masse en gramme de 1’extrait sec résultant.

MO : Masse en gramme du matériel végétal a traiter.

(Na2CO3) : carbonate de sodium.
EAG : équivalent d’acide gallique.
EQ : équivalent Quercétine.

pg : microgrammes.

Mg : milligrammes.

nm :nanometre.

°C : Celsius.

EMeOH : extrait methanolique.
EBr : extrait brut.

EIM : extrait incorporer au milieu.

EID : extrait imbibé au disque.
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Introduction

Introduction

Le role des champignons dans la dégradation des aliments est essentiel. On les trouve dans toutes les
régions de la nature et ils ont une grande variété enzymatique, ce qui leur permet de cohabiter sur
divers substrats. La qualité technologique et sanitaire est affectée par les champignons (allergie,
agents toxiques responsables de graves intoxications chez 'homme et I'animal : mycotoxines), ce qui
entraine une diminution de la valeur nutritionnelle, une modification de I'aspect organoleptique et des
problémes économiques liés aux codts de detoxification des grains ou aux rejets des produits
contaminés. Différents genres de moisissures, tels que Aspergillus, Penicillium et Fusarium, sont
reconnus pour leur capacité a contaminer les produits agricoles et/ou a produire des métabolites

secondaires toxiques (Meyer et al., 2004).

A I'heure actuelle, on emploie des fongicides et des insecticides tels que la phosphine, le malathox et
le digran, entre autres. Plusieurs études montrent I'émergence des résistances des moisissures a ces
substances chimiques. Ces produits entrainent a la fois des conséquences toxicologiques et
environnementales. L’emploi des plantes médicinales remonte a une époque trés reculée, Lors de la
cuisson et de I'assaisonnement, il est essentiel de prendre en compte de nombreuses substances a
activités antimicrobiennes, telles que les polyphénols. Ces substances jouent un réle crucial dans la
protection des plantes contre différentes attaques microbiennes, en particulier fongiques, qui
pourraient causer la perte d'une grande quantité de végétation. C'est dans cette optique que nous avons
tenté d'analyser l'effet de 1’extrait d'une plante endémique et peu utilisée par la population sur la
croissance des moisissures de dégradation des céréales, des fruits et des légumes en tant que

substances naturelles complémentaires des produits chimiques utilisés dans les structures de stockage.

Dans cette étude, on a ciblé les objectifs suivants : purifier et caractérisé quelques champignons a
partir des fruits : orange ; fraise et de pain. Déterminé le contenue de I’extrait hydroalcooliques de la

plante Ruta chalepensis en polyphénol et flavonoides et testé son activité antifongique.
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Chapitre | Présentation de La plante (Ruta Chalepensis)

I.  Présentation de La plante (Ruta Chalepensis)

1.1 Définition

Cette plante porte le nom de Ruta, un mot grec qui signifie « la libére ». Rue de Chalep est une espéce
de plantes a fleurs appartenant a la famille des Rutaceae, appelée Ruta chalepensis. C'est une famille
tres importante avec pres de 150 genres et plus de 1500 espéces. Ces plantes se rencontrent dans les
régions tropicales et tempérées du globe. En Australie et notamment en Afrique du Sud. Il est
originaire d'Eurasie et d'Afrique du Nord. Ruta chalepensis est une espéce méditerranéenne qui se
rencontre dans toute I'Algérie, dans les rocailles et les zones secs du Tell. Plusieurs appellations ont
été attribuées a Ruta chalepensis L, dépendant du pays et de la langue, elle est appelée communément

Rue ou Ruda. En Algérie, elle est appelée Fijel ou Fidjel en arabe (Djaffar, Zenati, 2020).

Figure 1 : Ruta chalepensis (Duke et al,2008)

1.2 Systématique

Régne : Plantea

Sous réegne : Tracheobionta (plantes vasculaires)
Super division : Spermatophyte (plantes a graine)
Division : Magnoliophyta (plantes a fleurs)

Sous division : Angiospermae

Classe : Magnoliopsida (dicotylédons)
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Sous classe : Rosidae

Super ordre : Rutanae

Ordre : Sapindales

Famille : Rutaceae

Genre : Ruta

Espéce : Ruta chalepensis Selon ; WIART, 2006 ; BONNIER, 1999 ; TAKHTAJAN, 2009.
1.3 Caractéristiques des différentes parties de la plante

C'est dans les lobes de la capsule rapprochés et non séparés que se trouvent les principaux caracteéres,
qui distinguent cette espéce des autres, et dans les pétales dentées et ciliées a leur bord Les tiges sont
de forme droite, rameuse, cylindrique, rigide, glabre, mesurant de trois a quatre pieds de haut. D’un
verre sombre. Elles sont également sans glande. Les feuilles sont larges de six (06) millimétres et
elles ont des folioles ovales-oblongues. Ils sont cunéiformes, glauques et parfois presque droits. Les

stipules des folioles inférieures sont pétiolulées (Bock, 2011).

De teinte verte-bleue, avec une saveur amere et une odeur forte plutdt désagréable (Tounsi et al,
2011). Les glandes a huiles de type schisolysigénes sont présentes. Les Fleurs : Les fleurs sont jaunes,
grandes, bractées, ovales ou lancéolées, souvent en forme de cceur. la base est bien plus large que le
rameau ou le pédoncule qui les porte. Leur propre La taille est d'environ un centimetre de diameétre.
Mise en place en corymbes a La partie terminale des tiges et des rameaux présente un calice court,
glabre, ovale et divisé en cing parties. La corole est d'un jaune avec cing pétales concaves, ondulés,

denticulés et ciliés a leurs extrémités.

Elles ont huit a dix étamines (8 a 10) et un ovaire antérieur. Selon Gunaydin et al., (2005).
Les fruits se présentent sous forme de follicules a graines noires. (Lievre, 2004). Ceux-ci sont des
capsules globuleuses d'environ six (6) a neuf (9) millimétres de diamétre (Lamnauer et Batanouny,
2005).

1.4 Usage traditionnel et médicinal
e Usage culinaire

Les feuilles fraiches sont comestibles, bien qu'elles soient trés ameres, elles sont employées pour

parfumer le fromage blanc et dans la préparation d'un beurre aux herbes. Elle a également un parfum.

Quelques types de boissons alcoolisées (Bilderback, 2007).
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e Usage médicinale

Les peaux sensibles sont irritées par sa séve. Les branches Patients atteints de phlébites et de varices.
Elle ne doit pas étre utiliseée par les femmes enceintes (Le moine, 2001). Elle est aussi utilisée contre
la gale et les parasites de la téte. Autres activités sont citées par Duke et al, (2008) ; Analgésique ;
Anti fertilit¢ ; Anti-inflammatoire Antibactérien (contre : Bacillus, Candida, Escherichia,
Microsporum, Pseudomonas, Staphylococcus) ; Antispasmodique ; Bactéricide ; Candidicide ;
Cardiotonique ; Insectifuge ; Molluscicide ; Stomachique ; Sudorifique ; Vermifuge ; Vulnéraire ;
antipyrétique, antiparasitaire et L’extraits aqueux de la rue a une activité hypotensive par un effet

direct sur le systéeme Cardiovasculaire.
e Usage Vétérinaire

Dans de nombreux remedes Vvétérinaires, la rue a été employée pour traiter la fievre bovine et les
parasites intestinaux, ainsi que pour prévenir la rage. Autrefois, la rue a été utilisée pour aider a la

défense contre la météorisation chez les bovins et les caprins.

e Usage Agricoles

En raison de sa forte odeur et de ses composés puissants, la rue était utilisée pour contrdler les
ravageurs, notamment les insectes, et elle est toxique pour les mollusques, les poissons et les oiseaux.

De plus, elle est réputée pour ses propriétés nématicides (Bel Bachir et Tchenar, 2019).

e Usage Cosmétique

Dans I'ensemble, la Ruta Chalepensis était utilisé dans le domaine de la parfumerie pour son ardbme

puissant.
1.5 Les métabolites secondaires

Les métabolites secondaires sont de petites quantités de molécules organiques complexes produites
et stockées par les plantes autotrophes. lls sont principalement classés en trois grandes familles : les
polyphénols, les terpenes et les alcaloides (Lutge et al., 2002 ; Abderrazak et Joél., 2007). lIs jouent
un réle dans I'ajustement de la plante a son environnement, ainsi que dans la régulation des symbioses
et d'autres interactions entre les plantes et les animaux. lls sont également utilisés pour protéger la
plante contre les prédateurs et les pathogénes, tels que les agents allélopathiques, ou pour attirer les

agents responsables de la pollinisation ou de la propagation des fruits (Judd et al., 2002). La
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production de métabolites secondaires est tres limitée, il y a plus de 200 000 métabolites secondaires

répartis en fonction de leur composition chimique (Vermerris, 2006).

1.5.1 Les polyphénols

Les composes phénoliques représentent le groupe le plus abondant et le plus répandu dans le monde
des végétaux, avec plus de 8000 structures phénoliques connues. La couleur et I'aroma des plantes,
ainsi que leur astringence, sont influencées par la concentration et les modifications des phénols
Lugasi et al., (2003). Ces composés constituent entre 2 et 3% de la matiére organique des plantes, et
dans certains cas, jusqu'a 10%. Ces composes sont principalement utilisés chez les végétaux pour
protéger contre les pathogenes et les herbivores, ainsi que pour réduire les dégats causés par les
radiations UV (Lebham, 2005). Les composants phénoliques principaux comprennent les acides
phénoliques, les flavonoides, qui représentent plus de la moitié des polyphénols, les tanins et les

coumarines.
1.5.1.1 Les flavonoides

Les flavonoides font référence a une variété étendue de composés naturels. Ils sont considérés comme
des pigments presque universels des végétaux, souvent responsables de la coloration des fleurs, des
fruits et parfois des feuilles. (Seyum et al., 2006). Les flavonoides se présentent généralement sous
forme d'hétérosides dans leur état naturel. En particulier, les flavonoides jouent un réle essentiel dans
le transport d'électrons lors de la photosynthese chez les plantes et sont un antioxydant qui protége
contre les effets néfastes des rayons ultraviolets (Havsteen, 2002). Les flavonoides sont classés en six
classes qui se distinguent par leurs structures chimiques : les flavanols, les flavones, les flavonols, les

flavanones, les isoflavones et les anthocyanidines (Medic Sanic et al., 2004).
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Il Généralité sur les champignons utilisés

I1.1  Aspergillus Niger

Aspergillus est I'un des genres les mieux définis du point de vue taxonomique parmi les champignons
filamenteux, en raison de son importance économique. Al-Musallam a modifié la nomenclature du
groupe A. Niger en se concentrant principalement sur les éléments clés. Eléments morphologiques
pris en considération. Dernierement, diverses approches ont été employées. Dans cette partie. Les
espéces du groupe sont classées de maniére différente en fonction des traitements taxonomiques. A
titre d'exemple, Raper et Fennell ont présenté 12 espéces au sein de I’ensemble, Al-Musallam a
reconnu 7 espéces d'Aspergillus Niger dans la section Nige, Kusters et al ont identifié 7 especes. 6

espéces ont été acceptées (Koji et al., 2001 ; Masayuki et Katsuya, 2010).

11.1.1 Description morphologique’” macroscopique”’

A. Niger est un champignon microscopique qui endommage les récoltes lors de la conservation dans
les silos ou les greniers. En 7 jours, il développe des colonies noires de 4 & 5 cm de diamétre dans un
milieu Czapek incubé a une température de 25 °C (Pane et al., 2011).D'abord, la colonie est blanche

et translucide, puis elle devient noire en sporulant (Ayesha et al., 2003).

Figure 2: Colonie d'A. Niger sur milieu Czapek apres 7jours d'incubation a 25°C (Nguyen,
2007).

I1.2 Penicillium

Les champignons imparfaits Penicillium font partie du phylum des ascomyceétes. lls se trouvent
fréguemment dans le sol, l'air et sur des végétaux et des produits alimentaires tels que le compost, le
bois, les produits alimentaires secs, les épices, les céréales, les fruits frais, les [égumes, etc. Ils jouent

un réle essentiel dans différents processus naturels (Yadav et al. 2018).
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11.2.1 Aspect macroscopique des mycéliums

En régle générale, les mycéliums se développent rapidement. Ils se développent aisément dans des
environnements de culture traditionnels tels que les milieux Sabouraud (S), Malt Agar Extract
(MEA), Czapek Yesat Agar (CYA)...etc. Les couleurs des especes peuvent varier d'une espéce a
l'autre. Entre eux ; cette caractéristique est essentielle pour leur identification. (Figure 3).

Les mycéliums sont plats et ont souvent une texture veloutée ou duveteuse (Figure 4). Ces moisissures
sont généralement de couleur bleue, verte, gris, jaune, olive, blanchatre ou méme rosatre. Les

mycéliums sont souvent recouverts de quelques gouttes d'exsudat, qu'il soit coloré ou non (Figure 3),
ainsi que de pigments. Kochkouch et al. (2012), le revers peut varier de blanc a jaunatre, voire beige.

Figure 3:aspect d'une souche de penicillium présentant un mycelium aplati, duveteux et avec des
gouttelettes d'exsudat non coloré (Kim et al 2007).

I1.3 Fusarium

Il fait partie du phylum des Deutéromycétes (champignons imparfaits), car la majorité des espéces
étaient décrites initialement par des caractéristiques morphologiques et il n'a pas été observé de
reproduction sexuée. Le mycélium septé et la production de conidies hyalines, généralement
unicellulaires sur des conidiophores libres, caractérisent ces formes imparfaites (anamorphes) et sont
classées dans le groupe des Moniliales (Lepoivre, 2003). Fusarium généere également des
macroconidies qui se composent de 2 a plusieurs cellules. Un des critéres d'identification des
représentants du genre est leur forme recourbée typique avec une cellule apicale plus ou moins
pointue ; dans de nombreuses espéces, on peut observer une cellule basale en forme de pied. Les
Fusarium produisent fréquemment des métabolites secondaires, en particulier des toxines

(mycotoxines et phytotoxines), et le profil de ces composeés peut servir a classifier les espéces

11.3.1 Identification du genre Fusarium
L'identification est basée sur des caractéristiques culturales et morphologiques. Les caractéres

macroscopiques étaient les premiers utilisés pour identifier et classifier les espéces appartenant au
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genre Fusarium ; tels que I'aspect et la couleur des colonies, la vitesse de croissance, la production
des pigments diffusibles durant le développement sur boite de Pétri ;associés a des caractéres
microscopiques tels que la présence ou l'absence des micro conidies ,leur forme ainsi que leur
disposition , la présence ou l'absence de chlamydospores , leur emplacement ( intercalaires ou
terminales) et leur abondance, la forme et la taille de macroconidies, la forme de la cellule basale
..etc.(Jeunot, 2005 ; Heit, 2015).

Les espéces de Fusarium sont cultivees dans un milieu Sabouraud sans cycloheximide, mais elles se

développent davantage dans une gélose au malt ou dans un milieu PDA. Leur température de
croissance idéale s'étend de 22 a 37°C. Les colonies, qu'elles soient duveteuses ou cotonneuses,
peuvent étre de différentes couleurs (blanche, creme, jaune, rose, rouge, violette) en fonction des
espéces. La diffusion d'un pigment dans la gélose est possible (Chabasse et al., 2002 ; Sumerell et al.,
2003).

Figure 4 :aspect macroscopique de fusarium (Ferdi khaoula et al., 2022).
I1.4 Rhizopus

Rhizopus sont des champignons saprophytiques trouvés sur les plantes et il est parasitaire sur les
animaux. Ce sont des champignons multicellulaires, avec environ 8 especes. Ils sont responsables de
causer une infection opportuniste connue sous le nom de mucormycose invasive chez les humains et
les animaux. Certaines espéces sont utilisées pour l'importance industrielle comme le rhizopus
stolonifer qui a causé la moisissure du pain. Les infections du rhizopus peuvent également étre une

complication de I'acidocétose.

~

Figure 5 : Rhizopus GROWING ON SDA (BrainKart and Dr. Gary E. Kaiser).
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I1.5 Alternaria

Il s'agit de mycetes filamenteux de la famille des Deutéromycétes. On recense plus de 80 espéces.
Les formes parfaites sont Clathrospora, Lewia et Pleospora, qui sont des ascomycetes. Ce genre
comprend la principale espéece Alternaria alternata. Selon Pryoretal (2000), Alternaria est un genre
tres répandu, cosmopolite et saprophyte dont de nombreuses espéces se retrouvent dans le sol ou sur

des tissus végétaux morts.

11.5.1 Critéres d’identification

e Macroscopiques :

Les colonies d’ Alternaria sont un aspect velouté, de couleur grise a noire (fig6.) et a croissance rapide

et leur température optimale de croissance est comprise entre 22°C et 27°C (Guillaume, 2006).

Figure 6: Aspect macroscopique d’Alternaria (Criquet et al., 2008)
Selon Bennoit (2011), certaines especes telles que Alternaria peuvent devenir des agents pathogénes
opportunistes qui causent des maladies chez I'Homme, les plantes et les insectes. De nombreuses
especes sont des phytopathogénes qui attaquent une variété de plantes, telles que les céréales, les
cultures maraicheres et fruitieres. A. alternata et A. infectoria sont responsables de la plupart des
maladies chez 'Homme, tandis qu'une dizaine d'individus du genre Alternaria produisent des toxines

fongiques (Paccoud et al., 2022).
I1.6 Techniques d’isolement des champignons

L'identification des colonies repose sur la couleur ; les couleurs les plus courantes sont le blanc, le
creme, le jaune, I'orange, le rouge jusqu'au violet ou le bleu, le vert, le brun jusqu'au noir. Il est
possible de trouver les pigments dans le mycelium (Aspergillus, Penicillium) ou de les diffuser dans

le milieu de culture (Fusarium)

L’isolement consiste a réaliser a partir d’un échantillon d'un orange, fraise et du pain. Ces derniéres

sont ensemencées sur milieu de culture solide. Au terme de 1’incubation, les germes contenus dans
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les fruits et le pain seront développés. Chaque germe sera a 1’origine d’une colonie, le comptage des

colonies permet par méthode de calcul simple.
I1.7 Extraction des molécules actives

11.7.1 La macération par solvant (macération hydro méthane)

L’Extraction par macération dans 1’éthanol aqueux (extraction solide/liquide), La macération
(extraction solide- liquide) est une opération qui consiste a laisser Séjourner la matiére végétale
(broyat) dans le méthanol aqueux pour extraire les principes actifs (composés phénoliques et
flavonoides). Cette méthode d’extraction a été effectuée selon le protocole décrit par (Hamia et al.,

2014). Avec quelques modifications, Le protocole de la maceération de cette plante est le suivant :

- Peser 50 grammes de la matiere végétale.

- Chauffer 1’éthanol aqueux (70 /30) dans un bécher de 500 ml jusqu'a ébullition.

-Mettre la matiére végétale (50 g) sur I’éthanol aqueux bouillant (70/30).

- Agiter de temps en temps jusqu'a parfaite refroidissement.

- Laisser macérer pendant 24 h sous agitation, ensuite filtrer sur un papier filtre Wathman (n°1)

- Récupérer le filtrat dans un flacon.

- Répéter la procédure trois fois (fraction retenue par le filtre dans 200 ml éthanol aqueux bouillant).

- Les macéras hydroalcooligue de 3 jours sont placés dans un seul récipient.
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Ce travail, étude de I’activité Antifongique, a été réalisées au niveau du Laboratoire de Microbiologie
Département de Microbiologie et Biochimie, Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie,

Université Mohamed Boudiaf.

III. Matériel expérimental :

IT1.1 Matériel végétal

La matiere végétale utilisé dans cette étude est la partie aérienne de la plante « Ruta chalepensis » qui
a été récolté a partir de la région de Boussaada « Djebel Messaad » durant la période de floraison.

Coordonnées géographiques
de Boussaada
Latitude : 35.2193
Longitude : 4.18167
35° 13’ 9" Nord,

4° 10" 54" Est

Figure 7: Localisation de Bou Saada par rapport a I'Algérie.

II1.2 Matériels et Produits utilisé :

Béchers, tubes a essais, pipette pasteur, erlenmeyers, flacons, entonnoir, boites pétri, Papier filtre
stérile, écouvillons, anse de platine, disques en papier stériles (6 mm), Bec Bunsen. Balance,
agitateurs, rotavapor, autoclave, étuve, plaque chauffante, bain marie. Eau distillée, méthanol et la
solution de DMSO.
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ITL.3 Microorganismes testés

Les tests ont été faits en utilisant 5 champignons filamenteux pathogénes : Aspergillus Niger,

Fusarium, Pénicillium, alternaria, Rhizopus.

Ces souches isolées a partir I’orange le fraise et du pain altérer, et sont conservees a basse température.
I11.4 Méthodes :

111.4.1 Préparation de milieu de culture PDA

A T’aide d’une balance et coupelle on pese 20g d’agar et d’extrorse et 200g pomme de terre ; Dans
un bicher nous mettons le 200g de pomme de terre et couvrir par 1’eau distillé, on laisse, chauffer et
agiter pendent 30 min ; On fait la filtration par le papier filtre et I’entonnoir, Ajouter 1’eau distillé
puis agar et laissez agiter pendent 40 min ; En dernier 3min ajouter 1’extrorse et en fin met les dans

des flacons étiqueter. (Figure 8)

Figure 8:Les étapes de préparations de milieu de culture PDA (par nous : BOUCHAALA,
CHABIRA et LATRACHE,2024).

111.4.2 Préparation d’extrait

e Préparation de la poudre végétale

On a broyé les parties airiennes de la plante séchée a l'aide d'un broyeur électrique, puis on les
tamisées afin d'obtenir la poudre la plus fine. L’objectif est d'accroitre la surface d'échange entre le
solide et le solvant afin de faciliter I'extraction. Ensuite, La poudre a été soumise & I’extraction.
(Figure 9)
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Figure 9: Ruta chalepensis avant (A) et apres le broyage(B)
(par nous-mémes).

111.4.3 Extraction par macération

L’extraction est réalisée par la macération, apres le séchage et le broyage de la plante, on a pesé 50g
de la matiere végétale. Cette masse est macérée dans 500 ml d’un mélange méthanol /eau (70/30). Le
contenu du flacon est gardé sous agitation pendant 24h a une température ambiante pour dissoudre
les constituants solubles. Cette opération est répétee trois 3 fois avec le méme solvant aprés sa

séparation par filtration.

Figure 10:macération dans 1’alcool méthylique pendant 24h au sien de laboratoire
de microbiologie de Msila (par nous-mémes).

e Lafiltration
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Le processus de filtration vise a séparer une phase continue (liquide ou gazeuse) des substances
solides ou liquides (phase dispersée) qui y sont en suspension. On a appliqué le passage du mélange
poudre /solvant sur le filtre en augmentant la vitesse de passage par la pression sur le liquide. On a
utilisé deux systemes de filtrations difféerent (Emilian Koller) au sien se laboratoire de microbiologie,

faculté des sciences- M’sila -. (Figure 11)

Figure 11: filtration de I’extrait (par nous-mémes) au sien se laboratoire de microbiologie,
faculté des sciences- M’sila -.
e Evaporation par rotavapor

On fait I’évaporation de I’extrait aprés la filtration finale pour récupérer le méthanol ainsi, récuperé
I’extrait brut ; le solvant utilisé lors de cette macération a été récupéré a l'aide d'un évaporateur rotatif

de type (BUCHI) a une température de 45°C lors d'une évaporation sous vide.
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Figure 12: Evaporation d’extrait par rotavapor (par nous-mémes au sien de labo de
microbiologie -m’sila-).
e Séchage

L’extrait est mis ensuite dans des boites en verre (7 boites en verre) dans 1’étuve pour le séchage a
40°C. (Figure 13)

Figure 13:1’extrait brut seche (par nous-mémes).

111.4.4 Rendement d’extrait hydro-méthanolique selon Yahyaoui (2005)
Le rendement est déterminé par le rapport du poids de I’extrait sec aprés évaporation Sur le poids de
la matiére végétale séche utilisée pour I’extraction, multiplié par 100%. Le Pourcentage en extrait

brut sec a été calculé par la formule suivante :
R % = M/MO0 x 100

- R % : Rendement exprimé en %.
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- M : Masse en gramme de ’extrait sec résultant.
- MO : Masse en gramme du matériel végétal a traiter
M=9+50g. M=0.18

R %. =0.18 x100= 18%.

111.4.5 Dosage des polyphénols et flavonoides
111.4.5.1 Dosage des polyphénols totaux

La méthode de Folin-Ciocalteu a été utilisée pour évaluer la quantité totale de polyphénols présents
dans I'extrait brut des feuilles et des tiges de Ruta chalepensis (Li et al., 2007). On ajoute 100ul de
I'extrait a 0,5 ml du réactif de Folin-Ciocalteu fraichement préparé (10 fois dilué). Une heure plus
tard, on ajoute 400ul de carbonate de sodium (Na2CO3) a une teneur de 7,5 %. Il est nécessaire de
maintenir I'ensemble a température ambiante et dans I'obscurité pendant 2 heures, puis de le lire a
I'aide d'un spectrophotomeétre a 765nm. L'équation de régression de la droite d'étalonnage établie avec
I'acide gallique préparé dans le méthanol (20-160 pg/ml) a été utilisée pour calculer la concentration
totale des polyphénols. On exprime le résultat en microgrammes d'acide gallique équivalent par

milligrammes du poids d'extrait (ug EAG / mg).
111.4.5.2 Dosage des flavonoides

Selon Bahorun et al., (1996), la méthode de trichlorure d'aluminium est employée afin de mesurer la
quantité de flavonoides présents dans I'EBr de Ruta chalepensis. La solution d'AICI3 6H20 (2% dans
le méthanol) est ajoutée a 1 ml d'échantillon ou de standard (préparés dans le méthanol). Apres 10
minutes de réaction, on peut mesurer l'absorbance a une longueur d'onde de 430 nm. Une gamme
d'étalonnage établie avec la quercétine (1-14 ug/ml) permet de déterminer la concentration des
flavonoides, qui est exprimée en microgrammes d'équivalent de quercétine par milligramme d'extrait

(ng EQ/mg d'extrait).

111.4.6 Isolement des champignons
Des échantillons de fraise, d’orange et de pain altéré ont été collectés a partir des étalages chez les
marchands de Iégumes au marché. (Figure 14).
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Figure 14: des échantillons altérés par : nous-méme.

111.4.6.1 Méthode d’isolement

Aprés I’examen visuel des échantillons altérer, oranges, frais et du pain, 1’isolement des agents
pathogenes a été effectué par le decoupement des petits fragments affectés a I’aide d’un lame bistouri
(environ 0.5% cm le fragment). Aprés, les différents fragments isolés, ont été transférés directement

sur des boites de pétri (1 fragments par boite) contenant le milieu PDA.

L’incubation a été effectuée a une température entre 25°C a 30°C pendant sept jours. Cette période
et suffisante pour estimer le début de fructification du champignon.

111.4.6.2 Purification des souches fongiques

Apreés 7 jours d’incubation, nous passons a 1’étape de purification des cultures. Celle-ci nous permet

d’obtenir des cultures pures a partir des différentes colonies isolées.

La surface des boites de Pétri contenant le milieu PDA, chaque boite a été inoculé, a 1’aide d’un

écouvillon stérile, par une quantité champignons présente dans les boites d’isolement précédente.
Les boites sont incubées a 30°C pendant 7 jours.

Si une autre souche fongique est contaminée, les souches contaminées sont purifiées en repiquant un
disque de 6 mm au centre de la boite contenant le méme milieu et dans les mémes conditions

d'incubation jusqu'a ce que les souches soient pures (Guiraud, 2003).

111.4.7 L activité antifongiques
Un test antifongique a été effectué avec I'extrait de Ruta chalpensis, en utilisant deux méthodes :

111.4.7.1 La méthodes des disques :

Premierement, différentes concentrations de de l'extrait ont été préparé ( 50mg /ml)-(1g/ml)-
(1,5g/ml), chaque concentration est testé avec les champignons isolé , En prenant un disque de
champignons a partir de chaque souche purifiée, placez-le au centre de la boite de Petrie qui a été
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coulee par le milieu du PDA, ensuite quatre disques sont misent autour du disque de champignon a
la méme distance ;3 disques sont imbibés par 33 pl d'extrait pour chaque disque alors que le 4°™°

disque est remplis par de 1’eau distillé stérile considéré comme un témoin.

L’incubation a été faite a une température de 30 °C pendant 7 jours en mesurant le diamétre des zones
de croissance. En méme temps, on a mesuré les diameétres de la zone de croissance des mémes souches

fungiques sans extrait.
111.4.7.2 La méthode de I’incorporation de I’extrait dans le milieu

Dans un flacon de 250 ml de PDA, on ajoute 1000 ul d’extrais, puis on le verse dans des boites de
pétri. Au centre de chaque boite de pétri, on place les disques de champignons. L'incubation se déroule

a une température de 30 °C pendant une période de 7 jours.

Pendant les 7 jours, les résultats ont été prise en mesurant le diamétre des zones de croissance.
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II1.S Résultats et discussion

111.5.1 Extraction
111.5.1.1 Rendement des extraits sec

Le résultat de cette expérimentation a permis 1’obtention d’un extrait de Ruta chalepensis d’un aspect

gélatineux et d’une couleur vert foncé apres 1’évaporation de 1’eau ou le rendement était de 18%
(Tableau 01).

Tableau 1: Rendement (%) aspect et couleur de I’extrait brut sec de Ruta chalepensis.

L’extrait ~ Aspect Couleur Pois de résidu Poids de I’extrait sec Rendement
sec(9) (9)
EMeOH Gélatineux Vert foncées 50 09 18%

Les résultats montrent que le rendement de notre extrait hydromeéthanolique est le double (18 %) par
rapport a celui de I’extrait méthanolique qui a été trouvé par une étude effectuée par (Bencheikh et
Boutchicha ,2017) 9%.

Selon une autre étude réalisée par Mansour et Said et al.,1990 sur la méme espece, le rendement était
3,75 % ce qui est un peu inferieur par rapport a le nétre, une étude réalisée sur la méme plante de la
région de bordj bouareridj a mentionné une valeur de 20,83%, cette valeur plus proche de la notre
18%.

Cette différence entre les rendements des extraits de Ruta chalepensis peut étre attribué a la
différence entre les régions -BBA et BOUSSADA- de récolte ; aussi la polarité du systeme de su
solvant d’extraction hydrométhanolique qui est plus élevée que celui d'un extrait methanolique, ce
qui peut refléter la différence entre notre rendement (18 %) et celui de (Bencheikh et Boutchicha
,2017) qui été (9,62 %).

I111.5.2 Dosage des polyphénols et flavonoides
L’extraction par un systeme hydroalcoolique permet la recupération de quelques substances active a
partir de la plante, parmi ses composes on peut trouver les poly phénols et les flavonoides ; qu’on

peut les dosé par des méthodes colorimétriques.
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Les composes phénoliques forment le groupe des composés phytochimiques le plus important des

plantes (Beta et al., 2005) et comme la majorité des effets biologiques des plantes dii a ces substances,

et qui sont 1'un des principaux contributeurs a 1’activité antioxydante et antifongique (Harbone et

Williams, 2000), le dosage des polyphénols totaux et des flavonoides d’extrait brut de Ruta

chalepensis a été effectué.

111.5.2.1 Teneur en polyphénols totaux

La teneur en polyphénols totaux des extraits a éte estimée par la méthode de Folin-Ciocalteu (Li et

al., 2007), qui a été choisie pour les raisons suivantes :

C’est une méthode qui satisfait aux critéres de faisabilité et de reproductibilité.

La méthode est bien standardisee.

La grande longueur d'onde (765nm) d'absorption du chromophore permet de minimiser les
interférences avec la matrice d'échantillon qui est souvent coloré.

C’est un test largement pratiqué dans les laboratoires de recherche a travers le monde (Huang
et al., 2005).

La courbe d’étalonnage, de I’acide gallique, obtenue montre une linéarité de I’absorbance en fonction

des concentrations (Figure 15). La quantité de polyphénols a été exprimée en ug EAG / mg d'extrait

et déterminés par I’équation de type : y = ax +b.
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Figure 15: Droite d’étalonnages de ’acide gallique (par nous-méme ).
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L’extrait brut de Ruta chalepensis a montré une teneur considérable en polyphénols (Tableau 2).

Tableau 2: Teneurs en polyphénols totaux et en flavonoides dans les extrais de la plante Ruta

chalepensis
Teneur en polyphénols Teneur en flavonoides
Extrait ng EAG/mg d’extrait. pg EQ/mg d’extrait
EBr 108,60+ 11,34ug 9,72+ 0,60ug

111.5.2.2 Teneur en flavonoides

Les flavonoides sont des polyphénols naturels les plus importantes (Djeridane et al., 2010). La
méthode de détermination quantitative des flavonoides totaux-méthode du trichlorure d’aluminium,
est une méthode simple, peu codteuse et offrent une sensibilité ce qui la rende plus pratique. En outre,
cette méthode permet de déterminer la teneur totale en flavonoides méme en présence d'autres
composes polyphénoliques qui ne forment pas des complexes avec AICI3 (Matyushchenko et
Stepanova, 2003). La teneur en flavonoides est exprimée en équivalent microgramme de quercétine
par milligramme d’extrait (ug EQ/mg d’extrait) en se basant sur une courbe d’étalonnage en utilisant

la quercétine comme un modele de flavonoides (Figure 16).
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Figure 16: Droite d’étalonnages de la quercétine (par nous-méme).
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Les résultats ont montré que EBr de Ruta chalepensis représente une teneur considérable en
flavonoides de 9,72+ 0,60ug EQ /mg d’extrait.

De nombreuses études ont été réalisées pour comprendre le mécanisme d'action des extraits de
plantes. Plusieurs chercheurs attribuent cette action aux composés phénoliques, qui peuvent interférer
avec les biomembranes, causer des dommages cellulaires, provoquer la fuite de matériaux cellulaires
et, finalement, entrainer la mort des microorganismes (Mshvildadze et al., 2000 ; Veldhuizen et al.,
2006 ; Abdel Ghani et al., 2008). Ce mécanisme pourrait expliquer comment la croissance mycélienne
est réduite ou totalement inhibée par les extraits, qui agissent sur la fonctionnalité et la structure de la

membrane cellulaire.

Notre valeur était =108.6ug EQ /mg cette valeur représente le double de la valeur trouve par Bouajila
et al., (2013). Qui ont travaillés sur la méme plante mais utilisant 1’éthanol comme systéme

d’extraction ce qui refléte que le systéme d’extraction joue un réle dans la quantité des polyphénols

Il convient de noter que I'emploi de plantes d'espéces géographiques et climatiques différentes, ainsi
que des techniques d'extraction et de dosage différentes, diminue la fiabilité d'une comparaison entre

les différentes études.

L’estimation quantitative des polyphénols totaux et flavonoides par la méthode de Folin Ciocalteu et
la méthode de trichlorure d’aluminium on conclue I’étude effectué par des étudiants de master a
I’université de Bordj Bou Arreridj sur le méme espece Ruta chalepensis qui ont estimés des
mentionnés des valeurs de 160,21 + 7,29 ug EAG /mg d’extrait et 17,97 + 0,05 ug EQ /mg d’extrait
respectivement, ses valeurs sont un peu élevées en comparaison avec notre au Ruta chalepensis de

Boussaada.
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111.5.3 Isolement et identification des souches fongiques

Notre étude de ’activité é antifongique nécessite un isolement et une identification des souches
fongiques a partir des aliments altérés par ses derniers, pour cela on a récupéré quelques aliments
qui sont : les oranges, les fraises et le pain.

L’isolement des champignons nous a permis d’avoir une variété des souches avec différents aspects

macroscopiques a partir de chaque échantillon (Figure 17) :

Figure 17:Resultat de la fructification des champignons

A : a partir du pain. B : a partir de fraise .C : a partir d’orange
Selon nous : BOUCHAALA, CHABIRA ET LATRACHE.

A : Des Colonies duveteuses ave mycelium arien de Couleur au recto : blanche-grise jusqu’a noir

au bordure / gris foncée (sporulation) Reste pale au verso.

B : Une colonie gélatineuse de couleur verte pistache au centre et blanc au périphérique, le revers
est blanc a créeme.

C : Des colonies blanchéatres a creme, de teinte beige a brun, le verso jaune a brun.

Remarque : I’identification des champignons isolées selon monsieur Dr Hendel N.
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La purification des souches pure est basé sur le repiquages répété sur milieu PDA de chaque

croissance fongique ; jusqu’a 1’obtention des souches pures destinés au testes. (Guiraud, 2003)

Ensuite la purification est basée, en premier lieu, de reconnaitre un champignon comme appartenant
a un genre, qui est un groupe d'organismes reliés entre eux par des caractéristiques communes
(Cahagnier, 1998). D’aprés Barnett et Hunter (1972), en se référant aux caractéristiques
macroscopiques (couleur, forme de colonie et revers des boites...) des souches fongiques isolées, nous
avons repéré plusieurs genres sur le milieu PDA : Un nombre total de 5 isolats de moisissures a été
mentionnés & partir des six boites ensemencées : Pénicillium, Alternaria, Aspergillus Niger et

Fusarium, Rhizopus.
* Penicillium

Colonies sur PDA 5-12mm de diamétre. Ces colonies poudreuses, de couleur vert foncé, revers jaune
pale. Avec des bordures verdatres, leur croissance est moyenne (Figure 18).

Figure 18: penicillium. (F=face et R=revers)
Par nous : BOUCHAALA, CHABIRA et LATRACHE,2024

 Alternaria

Colonies sur PDA de 6-13 mm de couleur blanc-gris au recto et un verso vert foncé, Ce champignon

pousse doucement. (Figure 19)
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Figure 19: Alternaria.

Par nous : BOUCHAALA, CHABIRA ET
LATRACHE,2024

o Aspergillus

Colonies sur PDA de 65-75 mm de diametre remplissant la boite de pétri, noire et frisées, revers pale

voire jaune clair La croissance de ce champignon est un peu lente 5 & 7jours. (Figure 20)

Figure 20: Aspergillus Niger.

Par nous : BOUCHAALA, CHABIRA et
LATRACHE,2024

« Fusarium

Colonies sur PDA 80-90mm de diamétre couvrant la boite de pétri, mycélium blanc floconneux
blanche au centre et a la périphérie, au verso : pourpre au centre et creme a la périphérie, la Croissance

de ce champignon est rapide. (Figure 21)
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Figure 21: Fusarium Par nous : BOUCHAALA, CHABIRA et
LATRACHE,2024

* Rhizopus

Ce champignon forme des colonies supérieures a 50mm de diamétre couvrant la boite de Pétri
duveteuse, blanchatre. Le mycélium est lache, extensif, cotonneux devenant brun-noir a maturite.
(Figure 22)

Figure 22 : Rhizopus Par nous : BOUCHAALA, CHABIRA et LATRACHE,2024
Nos résultats de purification et identification étaient similaires & ceux mentionnés par Hendel et al
2017 pour la plupart des champignons, penicillium, alternaria, aspergillus et fusarium. Si la croissance

est déroulée sur le milieu PDA. En se basant sur 1’aspect macroscopique.

On a trouvé des difficultés pour I’identification vue le manque des milieux de culture spécifique
pour I’identification tel que CYA, MEA et G25N ; aussi le manque de 1’observation microscopiques

des conidies

111.5.4 Test d’activité antifongique

L’activité antifongique de I’extrait de la plantes étudiées a été évaluée par deux méthodes : méthode
des disques et la méthode de I’incorporation de 1’extrait au milieu de culture. La croissance radiale
de chaque champignon soumis a I’effet de concentrations progressives de 1’extrait de Ruta chalpensis
a été mesurée quotidiennement et comparée a celle du témoin. Le pourcentage d’inhibition est calculé
au 7ieme jour pour les deux techniques appliquées. Ont obtenus ses résultats aprés 7 jours

d’incubation dans un température 30C°.
111 .5.4.1 Mesure de pourcentage d’inhibition de la croissance
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Témoins Champignons Champignons
PDA sans extrait (PDA + extrait) (PDA + des disques d’extrait)

Fusarium. Alterneria. penicillium

Rhizopus

Aspergillus Niger.

Figure 23: Activité antifongique de I’extrait d Ruta chalepensis sur les isolats fongiques.
Par nous : BOUCHAALA, CHABIRA et LATRACHE,2024
L’extrait de R. chalepensis a exercé une activité inhibitrice vis-a-vis tous les champignons testes :

Fusarium, Aspergillus, Alternaria Rhizopus et Penicillium, mais a des pourcentages différents
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On a remarqué que la croissance mycélienne décroit d’une maniére un peu remarquable vis-a-vis
de la dose et des méthodes : extrait incorporé au milieu (1000 pl d’extrait dans 250 ml de PDA) et
méthode des disques (33 pl d’extrait pour chaque disque).

La zone des inhibitions dans les boites de pétrie qui contient les disques imbibés par I'extrait est
plus large que celle des inhibitions dans les boites de pétrie qui contiennent I'extrait incorporé au

milieu.

Cela est dii au fait que la concentration est diluée pour la méthode de I’incorporation de 1’extrait au

milieu, alors que la concentration de la méthode des disques est plus concentrée avec celle-1a.

Tableau 3:Diametre de croissance Mycélienne au 7°™ jours(mm).

Diametre (mm) Diametre(mm) Diametre(mm)
TEMOINS EIM EID
Aspergillus Niger 58 50 40
Fusarium 45 30 35
Rhizopus 30 28 27
Penicillium 25 24 20
Alternaria 23 22 20

Le plus grand diamétre de croissance myceélien a été enregistré chez aspergillus Niger et Fusarium en
absence d’extrait (témoin) avec un diametre de croissance de 58mm et 45mm respectivement, alors
que le diamétre de croissance en présence d’extrait soit sous forme de disque imbibé (EID) ou sous
forme extrait incorporer au milieu (EIM) a des concentration différente (50 mg/ml ,1 g/ml et 1,5g/ml)

était moins que celui en absence d’extrait.

Tableau 4: pourcentage d’inhibition des champignons en présence d’extrais EIM et EID

Pourcentage d’inhibition %

EIM EID

Pénicillium 4% 20%

Alternariat 5% 20%

Fusarium 20% 20%
Rhizopus 6 ,66% 22,22%
Aspergillus Niger 13,79% 31 ,03%
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Le pourcentage d’inhibition des champignons est plus élevé pour I’EID : extrait imbibé au disque par

apport a celui remarqué le EIM : extrait incorpore au milieu (le tableau04).
111.5.4.2 La croissance fongique en présence et en absence d’extrait

La croissance des colonies du champignons a été poursuivie pendant sept jours, les diametres de
croissance ont été mesuré chaque jour (mm) et les résultats sont exprimés sous forme de courbe, en

présence d’extrait et en I’absence. (Figure 24)
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Figure 24: Croissance des champignons sur le Milieu PDA dans les trois situations : Témoins, extrait imbibé
dans les disques (EID), extrait incorporer dans le milieu (EIM) pour le Pénicillium (A), alternaria(B), Fusarium
(C), Rhizopus(D) aspergillus Niger (E).

On a remarqué qu’a partir du quatrieme jour il y a une différence significative dans les mesures du
diamétre et presque tous les champignons sont ralentis sous I’effet de la présence de I’extrais mais
avec de proportions variables soi en utilisant la méthode EID : extrait imbibé aux disques ou bien la
méthode EIM : extrait incorporer au milieu. Le pourcentage d’inhibition était calculé au 7 -eme  jour
; d’une maniére général EID a présenté des % supérieur a celui trouvé par EIM vis avis quatre
champignons : Penicillium, Alternaria, Rhizopus et Aspergillus, alors qu’il été similaire pour
Fusarium, I’explication de ses résultats peut étre due a la composition chimique des structures

cellulaire de chaque champignon et a la méthode utilisée et aussi aux concentrations des extrais.
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e Conclusion

A travers ce travail et selon les résultats obtenus, on peut conclure que Ruta chalepensis posséde
une grande richesse en métabolites secondaires et contient une diversité de molécules
biologiquement actives.

La plante de Ruta chalepensis riche en polyphénols, d’aprés les résultats il peut étre confirmé qu’il
existe un effet inhibiteur sur les types de champignons étudiés (Aspergillus, fusarium Alternaria
;penicillium et Rhizopus). Donc on doit Développer des produits a base de plantes pouvant servir

d'alternatives aux produits de synthése pour combattre les agents pathogenes.
Perspectives : des travaux complémentaires doivent étre réalisés

Etude approfondi sur d’autre souche fongique

Dosage d’autres composés phytochimiques

Détermination des structures chimiques des composants
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