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Résumé :

L'objectif de cette étude est la caractérisation phytochimique des extraits de Terfezia claveryi ainsi
que I'évaluation de leur activité antimicrobienne et antioxydante. Les échantillons testés sont obtenus
par deux techniques d’extraction, celle de I’extracteur de Soxhlet et par macération, en utilisant le
chloroforme et 1’eau distillée comme solvants. Le fractionnement des extraits bruts obtenus est
réalisé par I’utilisation des solvants a polarité croissante. Les tests photochimiques réalisés ont révélé
la présence des tanins, des saponines et des flavonoides. La teneur en phénols totaux et en
flavonoides de L’extrait chloroformique obtenu par extraction au Soxhlet a présente la teneur la plus
élevé de 291,63 mg GAE/QE et 123,13 mg GAE /gE respectivement. L'activité antimicrobienne a été
étudie sur cing souches bactériennes a exhibé que la plupart des extraits ont un pouvoir antimicrobien
important (CMI =12,5 a 100 mg/mL.), ou la fraction aqueuse obtenu par macération était la meilleure
comparativement aux autres échantillons, avec une zone d’inhibition maximal de 21 mm pour
candida albicans. Par ailleurs, I'évaluation du potentiel antioxydant par la méthode de DPPH révéle
gue tous les extraits manifestent une activité antioxydante, en particulier celui de I’extraits
hexanolique (ICso = 40,79 pg/mL). Cependant les extraits, chloroformique, d'acétate d'éthyle et
I’extrait aqueux obtenus par Soxhlet n‘ont montré aucune activité.

Mots clés : terfezia claveryi, étude phytochimigue, activité antioxydante, activité antimicrobienne.

Abstract:

The objective of this study is the phytochemical characterization of different extract of Terfezia
claveryi and the evaluation of their antimicrobial and antioxidant activity. The samples tested are
obtained by extraction with a Soxhlet and maceration using chloroform and distilled water, thus by
fractionation using solvents with increasing polarity. Phytochemical tests have revealed tannins,
saponins and flavonoids. The total phenol and flavonoid content of the chloroformic extract obtained
by Soxhlet extraction had the highest content at 291.63 mg GAE/gE; 123.13 mgEQ/QE respectively.
The antimicrobial activity was studied on five bacterial strains and showed that most of the extracts
had a high antimicrobial capacity (MIC = 12.5 to 100 mg/mL), where the aqueous fraction obtained
by extraction from maceration is the best compared to the other samples, with a maximum inhibition
zone of 21 mm for Candida albicans. Moreover, the evaluation of the antioxidant potential by the
DPPH method reveals that all the extracts show an antioxidant activity, in particular the hexanolic
extract (ICso = 40.79 pg/mL). However, the chloroformic extract, ethyl acetate and aqueous extract
obtained by Soxhlet showed no activity.

Key words: Terfezia claveryi, phytochemical study, antioxidant activity, antimicrobial activity.
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Introduction générale

Depuis la nuit des temps, ’homme utilise la nature comme source de nourriture et de
medicaments. Selon l'organisation mondiale de la santé, environ 80% des individus dépendent
de la médecine traditionnelle dans les soins primaires dans la vie quotidienne, et se définit
comme I’ensemble de toutes les connaissances pratiques explicables ou non pour
diagnostiquer ou éliminer un déséquilibre physique, mental en s’appuyant exclusivement sur
I’expérience vécue et I’observation, transmises de génération en génération (oralement ou

par écrit) [1]

Aujourd'hui, les champignons ont attiré beaucoup d'attention comme étant comestibles et
médicinales et source de developpement dans de nombreux pays asiatiques, semblable a
d'autres champignons, les truffes comprennent une nouvelle source thérapeutique. Elles sont
trés appréciées en raison de leur valeur nutritionnelle et leurs utilisations a des fins

thérapeutiques. [2-4].

Et a la lumiére d’El hadith Elnabaoui : «Truffe de Manne et son eau curative pour les
yeux», de nombreux scientifiques se sont intéressés aux activités biologiques des
champignons et différentes études sur les truffes de sable ont fait preuve que ces
macrochampignons sont parmi les organismes qui ont un pouvoir médicinal bactéricide
important contre les infections oculaires, ceci explique la raison de I'utilisation antique des

truffes par les bédouins pour remédier les maladies oculaires. [5,6]

De nombreux travaux scientifiques ont été effectués sur les extraits de ces champignons
provenant de différents pays (Algérie, Maroc, Espagne, Turquie, Moyen Orient) en particulier
sur les métabolites secondaires gqu'ils contiennent et leurs activités biologiques.

Parmi les composés thérapeutiques des truffes du désert, ceux anti-inflammatoires,

anticancéreux, antioxydants, antimicrobiens. [2,7-9]
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C’est dans ce contexte que s’insére le présent travail qui vise a étudier I'extraction,
I"activité antibactérienne et antioxydante des substances bioactives de truffes du fidh batma

wilaya de Djelfa.

Ainsi, ce manuscrit comprend trois chapitres, une introduction et une conclusion générale.
Le premier chapitre est une étude bibliographique dans lequel on présente des généralités sur
les truffes du Sahara et les activités biologiques des extraits de ces champignons.

Le deuxieme chapitre est consacré a exposer le matériel végétal et les différentes techniques
utilisées pour I’extraction, la caractérisation, le dosage et les tests d’activités. Le troisieme

chapitre regroupe les résultats et leurs discussions.
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1.1. Présentation de la truffe :

La truffe est un champignon souterrain ou plus exactement, la fructification d'un
champignon ascomycéte. Comme tout champignon, la truffe n'a pas de fonction
chlorophyllienne, elle ne peut donc pas synthétiser par elle-méme des substances organiques
et utiliser I'énergie solaire. Elle s'associe alors a un arbre qui lui fournit les sucres et les
substances organiques qui lui sont nécessaires en échange d'éléments minéraux faisant défaut

a son hote. Ces échanges réciproques sont caractéristiques d'une symbiose.

L'appareil végétatif du champignon, le mycélium, lui permet d'explorer le sol a la recherche
d'un support nourricier et pénetre dans les couches superficielles des racines provoquant une

modification de leur structure

La rencontre des radicelles de l'arbre héte et du mycélium donne naissance a un organe
indispensable aux échanges : la mycorhize. Elles permettent la conservation du mycélium
pendant la période hivernale, le développement et la propagation du mycélium des le

printemps et les échanges alimentaires entre le champignon et I'arbre [10].

En Algérie, ces diverses especes sont communément appelées « Terfass », « Terfez », «

Torfez », « bannat », « Kam’a » et « Kama » [11].

D’autres noms sont également attribués aux truffes des sables dans le moyen orient comme
« Nabat Al-Radh », « Asgal », « Bidat EI-Ardh », « Afateeh », et « Banat Ober » [12].

Le terme classique des truffes du désert «Al-Kamah» signifie «couvert» ou «caché», [13-
12].
Le non scientifigue du genre Terfezia dériverait de «Terfez» ou «Terfas» qui est une
appellation maghrébine. Mais Offner (1950) suggére qu'il peut étre dérivé de Latin «Terrae

fex» signifiant «production de la terre».

Le mot truffe viendrait de I'ancien provencal trufa et le nom de genre Tuber, utilisé par les
scientifiques, signifie en latin tubercule et truffe. [15].
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1.2. Historique

La truffe est connue depuis quelques millénaires, certains auteurs font remonter jusqu'a la
civilisation mésopotamienne ou a I'Egypte du pharaon Chéops, soit plus de 3 500 & 2 500 ans
avant Jésus-Christ .

D’autre recherches ont confirmé leur existence aussi par les archives archéologiques de la
région mésopotamienne qui atteste leur appellation sous le nom « Al Kam’atu » suite a
I’écriture cunéiforme sur les tablettes d’argile datant de quatre mille ans. [16]

Cependant, la civilisation islamique témoigne 1’utilisation des truffes ou notre prophéte
Mohammed avait dit que la truffe est une « manne » qu’Allah 1’a envoyé au peuple israélien
et que son jus était un reméde oculaire, puis il souligne le réle thérapeutique de la truffe dans
son Hadit- Ennabaoui cité précédemment.

1.3. Taxonomie et classification des tréfles du désert :

1.3.1. Taxonomie :

La taxonomie des Terfez est essentiellement basée sur les caractéristiques du péridium
(aspect, couleur), sur celles des spores (nombre, forme, ornementation), et sur des caractéeres
complémentaires (forme ou taille des corps fructiféres, coloration de la Gléba, habitat,
disposition des veines et odeur).[17-19]

Les ascomycetes hypogées représentent l'un des groupes systématiques les plus
intéressants et les plus compliqués [20]. Selon la mycologie classique, la plupart des espéces
ont été décrites en fonction de leurs caractéristigues morphologiques et d'autres
caractéristiques organoleptiques.[21]

Les genres Terfezia et Tirmania sont des ascomycétes hypogés les plus connus et appréciés

appartiennent a la famille Terfeziaceae [22]
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1.3.2. classification :

Selon [18,23], les Terfezia appartiennent a la classification suivante :

Régne : Fungi
Embronchement : Septomycota
Sous Embronchement : Ascomycotina

Classe : Euastomycetes (Eutuniquées)

Sous Classe : Discomycetidae

Ordre : Tubérales

Famille : Terfeziacees

Genre : - Terfezia

Espeéces : plus de 36 espéces ( Terfezia claveryi, Terfezia albida, Terfezia alsheikhii,

Terfezia aphroditis , Terfezia arenaria, Terfezia berberiodora,
Terfezia boudieri, Terfezia cadevalli, Terfezia canariensis,
Terfezia castanea, Terfezia cistophila, Terfezia decaryi,
Terfezia deflersii, Terfezia eliocrocae, Terfezia eremita,

Terfezia fanfani,  Terfezia extremadurensis, etc.

I.4. morphologique des truffes :

Selon [24], on peut résumer les caracteres distinctifs entre les genres Tirmania et Terfezia

dans le tableau I.1comme le suivant :


https://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Terfezia_claveryi&action=edit&redlink=1
https://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Terfezia_albida&action=edit&redlink=1
https://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Terfezia_alsheikhii&action=edit&redlink=1
https://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Terfezia_aphroditis&action=edit&redlink=1
https://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Terfezia_arenaria&action=edit&redlink=1
https://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Terfezia_berberiodora&action=edit&redlink=1
https://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Terfezia_boudieri&action=edit&redlink=1
https://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Terfezia_cadevalli&action=edit&redlink=1
https://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Terfezia_canariensis&action=edit&redlink=1
https://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Terfezia_castanea&action=edit&redlink=1
https://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Terfezia_cistophila&action=edit&redlink=1
https://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Terfezia_decaryi&action=edit&redlink=1
https://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Terfezia_deflersii&action=edit&redlink=1
https://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Terfezia_eliocrocae&action=edit&redlink=1
https://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Terfezia_eremita&action=edit&redlink=1
https://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Terfezia_fanfani&action=edit&redlink=1
https://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Terfezia_extremadurensis&action=edit&redlink=1

Chapitre | : Synthese bibliographique

Tableau 1.1 : Caracteres distinctifs entre les genres Tirmania et Terfezia

. genre
critéres : . -
tirmania terfezia
forme Subglobuleuse a turbinée ou | Subglobuleuse a turbinée ou
loubé. irréguliere.
diamétre >14cm. 2alcm.
Configuration Lisse, glabre, ridée ou| .
. Lisse, glabre.
de la surface craquelée.

Couleur externe

Blanc-jaunatre & marron claire

Jaune-brunatre a brun ou brun-
noire.

Structure de la
gléba

Solide comportant un réseau de
veines stériles blanches
délimitant les nodules fertiles
blanc & jaune claire ou ochracés

Solide comportant un réseau de
veines stériles blanches
délimitant les nodules fertiles
jaunatres a brunatres.

Péridium | Morphologie de I’ascocarpe

Présence ou

on. présence présence

Cuticule Hyphes entrelacées ou | Hyphes entrelacées ou melées a
externe. paralléles. des cellules isodiamétriques.
Forme Ellipsoide Globuleuse

Nombre de

spores pa\r g (:3) 5-8

asques a

maturité.

Arrangement

des spores dans | Irréguliérement groupées Irréguliérement groupées
I’asques.

Réaction de
Melser

Bleu (amyloide)

Jaune a arange (non amyloide)

[%2]
[<B]
o | Arrangement Indéhiscents, répartis au hasard | Indéhiscents, répartis au hasard
< | des asques. dans les tissus. dans les tissus.

Forme Ellipsoide ou sphérique sphérique

Les spores de

toutes les | Lisse ou si elles sont rugueuses, | Avec des éepines, papilles libres
9 especes  sont | incluses dans une épsipore lisse | ou incluses dans un mucilage
S | lisses a I’état | et hyaline. avec un réseau.
& jeune.
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Tirmania et Terfezia ont I'asque avec les nombres semblables des spores et I'ornement souvent

semblable de spore. Cependant, I'ornement des spores peut étre plus ou moins indépendant de

la progression phylogénétique.

(A)et (B) Coupe transversale dans I’ascocarpe (Grx15), (C)

contenu d’un asque de Tirmania nivea renfermant huit spores,

observé au microscope photonique (Grx1000).

Figure 1.1 : Caractérisation morpho-anatomique de Tirmania nivea collectée a Oued M’ya

(Ouargla).

Le tableau 1.2 démontre les caractéristiques morphologiques et anatomiques des Terfez

récoltés dans le sud Algérien.

Tableau 1.2: les caractéristiques morphologiques et anatomiques des terfes récoltés dans le

sud Algérien. [25]

Péridium Gléba N,ombre genre
d’ascospores
Blanc Blanche 8 Tirmania
OUARGLA Marron Blanc rosatre 7 Terfezia
Noir Blanc rosatre 6 Terfezia
Blanc Blanche 8 Terfezia
LAGHOUAT Brun Blanche 8 Terfezia
noir Grisatre noir 6 Terfezia
Blanc Blanche 7 Tirmania
Brun avec des Blanche 8 Terfezia
taches rouges
512:125 ?(;/Egesdes Blanche Grisatre Terfezia
BECHAR Noir Grisatre noir 6 terfezia
Marron, beige Blanche 8 Tirmania
Brun avec des
taches rouges et | Ocre 7 terfezia
noires
DIELEA ri;ur?on clair 2 Jaune clair 8 terfezia
Brun noir a noir | Ocre 9 terfezia
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I. 5. Répartition géographique :

Les truffes du désert vivent dans plusieurs continents ou ils jouent un role de partenaires
mycorhiziens des plantes, La spécificité vis-a-vis de I’hote symbiotique et le pH (acide ou
basique) du sol sont deux facteurs qui jouent un rdle clé dans la répartition géographique et la
differentiation des especes des Terfez (Diez et al., 2002).[26]

1.5.1. Distribution géographique mondiale :

IIs sont largement répartis sur le pourtour des zones semi-aride a aride ou méme a climat
subsaharien [27-29]. Le pourtour du Bassin méditerranéen Europe et Maghreb (tableau 1.3) et
Moyen Orient (Tableau 1.4) s’avérent ’habitat préférentiel des truffes du désert. Quelques

especes se rencontrent dans d’autres régions dans le monde comme les Etat Unis, la Chine, le
Japon, I’ Afrique du sud, et Mexique [22,30-32]

Tableau 1.3: Distribution des terfez dans les pays méditerranéens

Pays Régions Genre et Espéces Références
Mostaganem, Annaba, Taref,
Batna, Msila, Biskra, Djelfa, Terfezia arenaria
Algérie El- Aricha, Saida, Naama, Tirmania pinoyi
g El-Bayadh, Bechar, Tindouf, Tirmania nivea [24, 33,34]
Ouargla, Tamanrasset, Tirmania lefebverei
Timimoun, Touggourt.
El-Salloum prés Tirmania nivea
Egypte , : Terfezia claveryi [33,35,36]
d’Alexendrie Picoa juniperi
Delastria rosea
Terfezia arenaria
Jarada, Maamora, Arfoud, Terfe2|_a clave_r Y
Terfezia eremita
Maroc Casablanca, Rabat, Tanger, . A
Tirmania nivea [2,37-39]
Tandrara . T
Tirmania pinoyi
Tuber asa
Picoa juniperi
France /I Terfemg Iepto_derr_na [39,40]
Terfezia olbiensis
Portugal I Terfezia leonis [26,41-43]
Terfezia arenaria
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Tableau 1.4 : Distribution des terfez dans les pays du Moyen-Orient.

Pays Genre et Espéces Références
Bahrein Terfezia claveryi [12]
Tirmania nivea
Phaeangium
Lefebvrei
Qatar Terfezia claveryi [12]
Tirmania nivea
Phaeangium
Lefebvrei

Jordanie Terfezia claveryi [5]

Syrie Terfezia claveryi [34]
Tirmania nivea
Tirmania pinoyi

Tableau 1.5 : Distribution du terféze sur d’autres continents .

Pays Genre et Espéces Références
Afrique du sud Terfezia pferlii [30,31]
Japon Terfezia giganter [32]

Chine Terfezia giganter [22]
Mexique Terfezia olbiensis [32]

1.6. Ecologie des truffes :

Trois paramétres sont importants pour la production de ces champignons : le sol, le climat
et la plante hote [44]

1.6.1. Nature du sol :

L’étude est importante pour connaitre certaines exigences édaphiques des Terfez (nature
du sol, pH, sels minéraux...) qui sont variables selon leur genre.[45,46]

D'un point de vue physique, les sols ou les Terfez poussent sont relativement homogenes.
Les espéces de Terfez se développent sur des terrains plats sablonneux d’ou leurs non «truffes
du sable», soient gypseux, soient graveleux-gypseux, sablo-limoneux, certaines especes

affectionnent des sols limoneux ou argileux. [47-53]
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D'un point de vue chimique, la majorité des truffes de désert colonisent des terres bien aerées,
relativement riches en calcaire, pauvre en phosphore a pH basique, acide ou neutre [22, 26,
28, 44, 47, 54].

Du point de vue fertilité, les sols a terfez sont le plus souvent pauvres en matiére organique
et en éléments minéraux. [44-51].

En Algérie, les Truffes se développent sur un sol sablonneux, calcaire, riche en magnésium,

pauvre en matiere organique et en phosphore, bien pourvu en potassium. [43]

1.6.2- Le climat :

Le développement et la production des terfez sont étroitement liés a la quantité des pluies
et leur répartitions au cours de I’année ainsi que les orages, la présence et la forte densité des
plantes hétes. [16,33]

La température intervient dans le développement des Terfez, les températures de 24 a 30 °C
sont convenables. Cependant, les fortes chaleurs ou les froids prolongés leur sont néfastes.
[55-57]

Les truffes se développent sous des climats tropicaux et tempérés humides a été chaud ou sous
des climats méditerranéens semi-arides et arides. [28, 48, 54, 58, 59]

En régle générale, la pluviométrie annuelle est de 50 & 380 mm dans les régions
productrices de truffes du désert et la production est bonne si la pluviométrie est de 70 a 120
mm au Maghreb et de 100 a 350 mm au Sud de d’Europe [28, 54]

Au Nord du Sahara algérien la production des terfez est trés affectée par les pluies automnales
d’Octobre — Décembre : une pluviométrie annuelle de 124.14 mm accompagnée de pluies
automnales de 49.2 mm donne une meilleure production [19]. Les bédouins et les récolteurs
des terfez dans de nombreuses régions, affirment que les coups de tonnerre sont capitaux pour
la production des truffes du désert. [12, 22]

Les précipitations tardives retardent la productivité des terfez. [59]

1.6.3- Plante héte :
Le probléeme de climat désertique résolu par les refuges mycorhiziens [60], dans la nature
la plupart des terfez vivent en symbiose avec des plantes herbacées ou arbustives de la famille

des Cistaceae appartenant aux genres Helianthemum et Cistus. [61-64]

10
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Les hélianthemes annuels ou pérennes sont fréquemment associées aux terfez en particulier H.
guttatum, H. salicifolium, H. lippii, H. ledifolium et H.almeriense. [65-68]
Elles sont des indices de repérage des sols a terfez ; leurs ascocarpes a maturité soulévent et

craquélent le sol sous-jacent.

Figure 1.3 : Craquélement du sol sableux indiquant la présence des ascocarpes de terfez [69]

D’autres espéces de terfez ont été récoltées sous d’autres especes de Cistaceae
particulierement Cistus (C. albidus, C. creticus, C. ladanifer, C. monspeliensis,
C. salviifolius), Fumana (F. procumbens), Halimium (H. halimium) et Xolantha. [52, 70, 71]
De nombreuses espéces végétales arborescentes ou arbustives constituent des phytosymbiotes
trés appréciées par certaines espéces de terfez. Ces especes végeétales appartenant a diverses
familles de plantes : Pinaceae (Pinus halepensis, P. canariensis, P. radiata, P. pinaster var.
atlantica), Fagaceae (Quercus sp.), Fabaceae (Robinia sp., Acacia sp., Cassia sp.,
Enterolobium sp.), Poaceae (Eragrostis sp.), Myrtaceae (Eucalyptus sp.) et Asteraceae
(Artemisia sp). [30, 34, 47, 62, 63, 71]

D’autres espéces végétales ont été signalées a proximité de terfez : Cyperaceae (Kobresia

sp.), Grossulariaceae (Ribes sp.), Cucurbitaceae (Citrullus sp). [22, 26, 73]

1.7. La récolte des truffes du désert :
Les truffes du désert ont collectées par la méthode dite {a la marque ) , en observant
auprées des plantes hétes du genre Heliantbemum, les fissures et les surfaces gonflées et

fendillées provoquées par les ascomes, Généralement, la récolte des terfez a lieu du mai
Février jusqu'en fin mois Avril. [51, 73]

11
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1.8. Composition chimique des truffes :

1.8.1. composés organiques et éléments minéraux :

La composition nutritionnelle spécifique des truffes du genre Terfezia Claveryi contenait
16% de protéines, 28,7% de glucides, 4% de fibre, 2% de matiéres grasses et 28% d’hydrate
de carbone. [74]

Les glucides sont I’un des composants majoritaires des truffes désertiques dont T. claveryi,
et ajoutent que ces derniers sont d’une grande importance dans le secteur biomédical, en
raison de leurs propriétés thérapeutiques, de leur abondance, de leurs sources renouvelables,
non-toxiques et biodégradables.[19]

Dans les 20 % de protéines, 85 % serait trés digestible par I’homme [22, 75], cette teneur est
significativement plus élevées par rapport a celle des autres champignons comestibles et la
plupart des legumes. [76]

Les truffes contiennent des teneurs en protéines et en acides aminés supérieure a celle de la
plupart des légumes, et leur composition en acides aminés est comparable & celle des
protéines animal ce qui expliquerait leur consommation par les Bédouins comme substituant
de la viande dans leur régime. [77]

250 g de terfez représentent pour I’homme 23-27 % de sa prise quotidienne de protéines et
16-22 % de fibre. [7, 28]

Terfezia claveryi et Picoa juniperi sont riches en lipides et contiennent des teneurs élevées
d’acide linoléique. [7]

Les ascocarps de Terfezia claveryi Chatin récolté en Arabie Saoudite entre les années 1983
et 1987, contiennent 16% de protéines totales (% poids sec); 28% d’hydrates de carbone, 4%
de fibres brutes totales et 2% de matieres grasses brutes totales et ils sont riches en minéraux.
T. claveryi contient aussi neuf acide gras saturés et quatre insaturés et vingt-neuf acides
aminés ont également été détectés. [78]

Les diverses études ont prouve que les caractéristiques alimentaires des ascocarpes de
Terfez changent d'une espéece a une autre selon I'dge (stade de maturation), la région de

récolte, le temps, le type du sol et les facteurs climatiques. [56, 79]
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Tableau 1.7: Composition chimique et minérale de Terfezia claveryi, Tirmania nivea et

Tirmania pinoyi [56]

GENRE ET ESPESES
Composition Terfeziya Tirmania nivea Tirmaniya pinoyi
chimique % claveryi d’arabie | d’arabie Saoudite | d’algerie
Saoudite

Protéines 24.96 27.18 20.30
Lipides 4.20 7.42 3
Fibres brutes 7.02 13.02 11.2
Cendres 6.39 5.40 3.8

Eléments minéraux (mg par 100g de matiéres séches)
Calcium 129 62 104.5
Magnésium 104 101 64.3
Phosphore 756 644 753.8
Sodium 199 110 13.3
Potassium 1730 734 1524.7
Fer 10.68 4.35 6.3
Manganése 0.48 0.49 0.5
Cuivre 1.69 11.54 0.7
Zinc 5.10 5.04 3

1.9. Valeur nutritionnel :

Les truffes du désert sont consommeées depuis trois milles ans [80], ces champignons sont
les plus cheres du monde [73]. Elles sont considérées comme l'une des formes les plus
anciennes de la nourriture. [81]

Les truffes du désert sont utilisées comme un substitut de viande et consommé en grandes
quantités en raison [81], de leur valeur nutritive, de leur goGt trés délicieux et de leur ardme
musqué. [8]

Les truffes sont devenues non seulement un exhausteur d'ardme alimentaire mais également
des ingrédients alimentaires exceptionnels. [73]

Les truffes du sable sont pauvres en calories et en graisses [82], de plus semblent étre une
bonne source des vitamines C, B et -carotene [83], et D3 et une quantité importante de
vitamine E. [84]

13
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Ces champignons contiennent également une teneur éleveée en fibres insolubles ce qui
augmente sa valeur nutritionnelle [85], et sont riche en flavonoides qui lui a fait montrer une
haute activité de balayant les radicaux libres. [86]

Selon [82], les truffes sont des aliments sains aucun composé toxique n'a été détecte.

La qualité nutritionnelle des truffes est affectée au cours du traitement conventionnel et en
outre, l'aréme de différentes espéces de truffes est perdu a cause des techniques de
conservation. [87]

Les truffes du desert présentent divers activités biologiques et nutritionnelles démontré leur

utilisations potentielles a des fins thérapeutiques [80]

1.10. Aromes et propriéteés organoleptiques :

Ces champignons souterrains seraient restés discrets s'ils n'avaient pas été trahis par les
arébmes qu'ils dégagent lorsqu'ils arrivent & maturé. Les personnes expertes sont capables de
déceler I'odeur du champignon dans la terre, mais pour le repérer il est plus efficace de dresser
a différents animaux ; le chien le plus utilisé. Les Terfez ont des arbmes différents selon

I'espéce; la blanche a des arémes fortement, alliacés. [88]

I.11. Les activites biologiques des truffes :

Les truffes du désert sont utilisées depuis longtemps en médecine traditionnelle par les
populations autochtones d’Afrique du Nord et du moyen orient [89], en particulier les
bédouins et les nomades du désert qui les emploient pour traiter les infections oculaires.
[90,91]

Les truffes du désert présentent des caractéristiques biologiques inhabituelles [22], et sont
méme utilisés comme des médicaments. [85]
Les principaux types de composés bioactifs (polysaccharides, peptidoglycanes, terpénoides,
composés phénoliques, stéroides, lectines... etc.) qui possédent un large éventail d’effets
thérapeutique. [92]

Les truffes du désert ayant plusieurs propriétés thérapeutiques telles que des propriétés
antitumorales, hypocholestérolémiantes, antidiabétiques et immuno-modulatrices. [93,94]

Les activités antivirales et antimicrobiennes ont été traditionnellement les activités

biologiques les plus étudiées de la truffe avec la plupart des chercheurs limitant leur portée
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aux truffes du désert [56] contiennent également des enzymes a intérét médical et industriel,
[95] inflammatoires. [92]

D’autre travaux ont également montré que les extraits de truffes ont des propriétés hépato-
protectrices, anticancéreuses et aphrodisiaques. [78, 96-98]

Les truffes du désert les plus populaires sont des espéces des genres Terfezia et Tirmania
ayant plusieurs propriétés thérapeutiques telles que des propriétés anti-inflammatoires,
antihistaminiques, hypocholestérolémiantes, antidiabétiques. [22, 94, 99]

Les extraits de Terfezia claveryi ont montré une importante activité antibactérienne contre une
large gamme de bactéries testées, y compris, celles qui causent le trachome Chlamydia
Trachomatis. [12]

Les extraits aqueux de T. claveryi ont une activité antimicrobienne contre Pseudomonas
aeruginosa et Staphylococcus aureus.

Aussi ont démontré que les extraits acétoniques des truffes du désert ont également des
propriétés antimicrobiennes contre : Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Listeria
monocytogenes, Streptococcus pyogenes, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Pseudomonas aeruginosa, Proteus vulgaris, Salmonella enteritidis, et Candida albicans.
[100-102]

Les extraits des truffes du désert n’ont aucun effet antibactérien sur certaines bactéries
lactiques a effet probiotique. [103]

Outre leur activité antimicrobienne, les truffes du désert contiennent des antioxydants, ces
derniers protégent le corps humain des dommages du stress oxydatif induit par la formation
des radicaux libres, des propriétés hépatoprotectrices, anticancéreuses , aphrodisiaques,
neurotrophiques, antitumorales et immunostimulantes, Renferment également des composés
antimutagenes. [2,78,77,98,104-106]

1.12. Activité antimicrobienne de truffes de Sahara :

Des tests in vitro analogues de I'activité biologique de differents extraits issus de gleba de
Terfezia boudiri et Titmania pingi ont été éffectues par Chellal et Lukasova (1995) sur six
especes bactériennes et une levure (tableau 1.8). Les résultats ont montre que [I'extrait
méthanolique a 45 C° de T. pingi (zone d'inhibition 11mm) est moins bactériostatique que
celui de T. boudiri (zone d'inhibition 20 mm). Selon ces mémes auteurs, la substance

bioactive isolée de cet extrait a une structure proche de celle de la pristinamycine, antibiotique
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de la famille des streptogramines (synergistines). Cet antibiotique est généralement indiqué
dans le cas des sinusites maxillaires aigues, des exacerbations de bronchite chronique, des

infections cutanées et ostéo-articulaires.

Tableau 1.8 : Diametres des zones d'inhibitions (mm) des differents extraits bruts de T.

boudiri et T pinoyi testes sur des especes bactériennes [156]

Zones d’inhibition (mm)

Extrait Extrait Extrait de | Extrait a
Souches bactériennes méthanolique  de | méthanolique  de | I’acétate ’acétate
T.boudieri T.pinoyi d’éthyle de | d’éthyle

T.boudieri | de T.pinoyi

Bacillus subtilis H17 0 24 10 |0 10 0 15 1
Bacillus subtilis M45 0 22 11 |0 10 0 13 12
Staphylococcus aureus 19 20 0 |0 11 11 13 11
Staphylococcus aureus 18 20 0 |0 0 0 0 0

Non pathogéne

Staphylococcus pyogenes 0 19 0 |0 0 0 0 0
Pseudomonas 0 0 0 |0 0 0 0 0
aerogenosa

Kluyveromyces fragilis 0 0 0 |0 0 0 0 0

L'activité antibactérienne de I'extrait aqueux de Terfezia claveryi a été également étudiée
par d'autres chercheurs (Aldebasi et al, 2013) qui l'ont testé in vitro sur sept espéces
bactériennes (Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Streptococcus faecalis,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Piroeus vulgaris, Klebsiella pneumoniae). Toutes
les souches bactériennes testées sont sensibles a I'extrait aqueux de T claveryi en particulier
Pseudomonas aeruginosa et Staphylococcus aureus a la concentration de 100 mg / mL,
comparativement a la norme d'antibiotique : ciprofloxacine 5 mg / disque (temoin) (tableau
1.9).
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Tableau 1.9: Concentrations minimal d’inhibitrice et bactéricide de I'extrait aqueux de T.

claveryi [157].

Chapitre | : Synthese bibliographique

Diamétre des zone d’inhibition (mm)
Souches bactériennes testés ] ] _ _

T.claveryi (100mg/ml) Ciprofloxacine(5mg/disque)
Staphylococcus aureus 19.00+1.00 27.330.57
Staphylococcus epidermidis 18.00+1.00 29.00+1.00
Staphylococcus faecalis 17.00+1.00 28.66+1.52
Escherichia coli 15.33+0.57 30.33+1.52
Pseudomonas aeruginosa 20.33+1.00 26.00+1.52
Proteus vulgaris 15.33+0.57 27.66+0.57
Klebsiella pneumoniae 14.66+0.57 28.33+1.52

1.13. Activité antioxydante de truffes de Sahara :

Quant aux études sur l'activité antioxydante des truffes de Sahara, elles sont peu
nombreuses. Al-Laith (2010), a étudié l'activité antioxydante des extraits méthanoliques a
partir d'ascomes de Tirmania nivea provenant de plusieurs pays (Bahrein, Arabie Saoudite,
Iran et Maroc) par la méthode au DPPH et en utilisant I'acide ascorbique (Vitamine C) comme

témoin positif.

Tableau 1.10: les valeurs d'IC50 des différents extraits de T. nivea [2].

Origine % d’inhibition ICs0 (Mmg/ml)
Bahrein 52.5 0.5
Iran 69.2 0.3
Maroc 245 1.1
Arabie saoudite 51.0 0.5

D'aprés les résultats qui figurent dans le tableau ci-dessus, le pourcentage d'inhibition du
DPPH oscillait entre 24.5 et 69.2%. La plus forte activité antioxydante est obtenue avec les

truffes d'origine iranienne avec une ICsg €gale a 0.3 mg/ml, tandis que les truffes marocaines

possédaient la plus faible activite. Ces resultats ont montré que l'activité anti radicalaire

dépendait de I'origine des truffes et des concentrations utilisées.

Des travaux analogues ont eté effectues par Dogan et Aydin (2013) qui ont évalué I'activité

antioxydante de Terfezia boudieri (Chatain) de Turquie. Les extraits méthanoliques obtenus
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a l'aide du Soxhlet (a 60°C apres 6 h) sont testes a différentes concentrations (0.5, 1, 2, 3, 4 et
5 mg/mL). Le BHT et BHA (antioxydants de synthése couramment employés en industrie
agroalimentaire) sont utilisés comme témoins positifs. Les résultats du test au DPPH révélant
que l'activité anti radicalaire de I'extrait méthanolique de T. boudieri et celle des témoins
BHA et le BHT augmentent parallelement avec les concentrations. Le pourcentage
d'inhibition de I'extrait de T. boudieri est de 55% (a 0.5 mg/mL) avec une 1Cso = 0.58 mg/mL
; avec BHA, il est de 60.60% et une ICso = 0.43 mg/mL et avec BHT de 53% (ICso= 0.72
mg/mL). L'extrait méthanolique de T. boudieri possede donc une capacité de piégeage du

radical libre DPPH plus intéressante comparativement aux standards (BHA et BHT).

1.14. Utilisation thérapeutique :

Les effets thérapeutiques des Terfez sont connu chez les musulmans depuis longtemps .de
Notre Prophéte Mohamed a égalé évoqué I'importance thérapeutiques des Terfez :
Il a été rapporté qu'Abou Hourayra (qu'Allah soit satisfait de lui) a déclaré: Le Messager
d'Allah (paix et bénédictions d'Allah soient sur lui) a déclaré: "La datte est du paradis, et C'est
un remede contre le poison, la truffe de manne, et son eau curative pour les yeux" sous le nom
d'Avicenne, a recommandé I'utilisation des truffes du désert contre l'asthénie et les
vomissements. Ib Sina, dans son ouvrage « Al-Qanun fi al tibb » a indiqué que l'extrait des
truffes du désert nettoyait les yeux. Cet ouvrage reconnu par les sommités de la médecine de
I'époque leur a permis de recommander I'utilisation de cet extrait pour traiter les maladies
oculaires. [107-108]

Le peuple sahraoui utilisait les truffes du désert comme aliment et aussi comme préparation
médicinale pour traiter les maladies chez I'hnomme et chez le bétail. lls utilisaient une soupe a
base de truffes du désert pour traiter les rhumes et les affections respiratoires ; ils appliquaient
aussi des compresses de tranches cuites de truffes de désert directement sur les membres
souffrants d'arthrite ou du rhumatisme. Les nomades de la péeninsule arabique utilisaient
également I'extrait des truffes du désert pour traiter les affections oculaires, notamment la
conjonctivite et le trachome, qui sont des maladies communes dans le désert du Sahara. Ces
nomades préparaient des collyres en faisant bouillir des truffes du désert dans I'eau pendant 30
min. [91]
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I1.1. Matériel végétatif :

Notre étude s’est portée sur les truffes de Sahara Terfezia claveryi a I’état frais. Le
champignon a été récolte en Février de fidh batma wilaya de Djelfa.
Les spécimens ont subi un pré lavage a I’eau simple pour éliminer le sable et les particules du
sol, ensuite ont été séchées et coupées en petits morceaux et conservées au congélateur pour

des analyses ultérieures. L’identification botanique est réalisée par M. Kouache.

Figure 11-1: La truffe de Sahara marron

11.2. Matériel biologique

L'activité antibactérienne de I'extrait de truffe marron a été évaluée sur cing souches de
référence obtenues de I’American Type Culture Collection (ATCC), fournies par le

laboratoire d’analyse médicale Dr. Bendali.

Staphylococcus aureus } Gram+
Echirichia coli
Klesiella pneumoniae Gram-

Pseudomonas aerogenosa

Condida albicans } levure
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11.3. Milieux de culture :

» Gelose Mueller-Hinton (G.M.H).
» Gélose Sabouraud

Ils sont utilisés pour 1’évaluation de I’activité antibactérienne.

11.4. Appareils et produits chimiques :

Les appareils et les produits chimiques utilisés dans la présente étude dont I'objectif est
I'évaluation des activités antioxydante et antibactérienne et 1’étude phytochimique de l'extrait

de truffe sont reportés dans les annexes (Annexe 02).

11.5. Extraction :

11.5.1 Extraction au Soxhlet :

10
1. Pierre ponce.

° 2. Ballon a col rodé.

11

3. Retour de distillation (tube d'adduction).
4. Corps en verre.
5. Cartouche.

6. Haut du siphon.

7. Sortie du siphon.
8. Adaptateur d'expansion.
9. Réfrigérant

Figure 11.2: Montage d’extraction de type soxhlet
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¢ Principe :

Un extracteur Soxhlet est un dispositif en verve utilisé en chimie qui permet d'effectuer une

extraction en continu avec un solvant a partir une matrice solide (Fig. 11-2).

L'échantillon, placé dans une cartouche poreuse a l'intérieur de I'extracteur, est traverse par
les vapeurs de solvant. Celles-ci passent du ballon chauffe au tube adducteur puis se
condensent dans le réfrigérant. Le condensat s'accumule dans le corps de I'extracteur jusqu'a
atteindre le sommet du siphon, entrainant alors le retour du liquide dans le ballon. Au fil des
cycles, le solvant s'enrichit en substances extraites jusqu'a épuisement de I'échantillon en
substances d'intérét. Par comparaison avec les macerations classiques, cette technique permet
de réduire le temps d'extraction, d'une part, et requiert nettement moins de solvant et
d'échantillon pour une efficacité d'extraction supérieure, d'autre part. L'extraction a chaud peut

dégrader certaines substances chimiques. [109]
< Mode opératoire :

L'extraction au soxhlet est une technique recommandée par divers auteurs [109-111]. La
matiére des ascomes de truffes est pesée puis introduite dans une cartouche confectionnée
avec les compresses de gaz stérile et adaptée a la dimension de I'appareillage. Cette derniére

est effectuée avec le chloroforme et ’eau distillée.

Au cours de I’extraction, 25g de la matiere fraiche avec 250 ml de chloroforme et I’ecau
distillée pendant 6 heures, Une coloration du solvant apparait lorsque le solvant entre au
contact avec la matiere fraiche contenue dans la cartouche. L'extraction est arrétée lorsque le
liquide entourant la cartouche devient clair, cette couleur indiquant que le solvant n'extrait
plus du solide. L’extrait de chloroforme, a été concentré sous vide a l'aide d'un évaporateur

rotatif, puis gardé au réfrigérateur 4 °C et a l'obscurité.
11.5.1.2. Fractionnement de I'extrait aqueux :

Dans une ampoule a décanter, I’extrait de I’eau distillé subit une extraction liquide-liquide
par différents solvants de polarité croissante (éther de pétrole, hexane, acétate d’éthyle).

Apres la décantation, les fractions obtenues sont filtrées et séchées a I’aide d’un évaporateur.
[158]
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rotatif. le protocole de fractionnement est résumé dans la figure 11.03.

Figure 11.3 : Extraction liquide-liquide dans une ampoule a décanter.

[ Extrait aqueux (eau distillée) (25g/250ml) (90 ml) ]
Ether de Pétrole 90 ml J
Phase aqueuse ] [ Fraction éther de pétrole ]

o

Hexane 90 ml J

— 1

Phase aqueuse ] [ Fraction hexane ]

0

Acétate d’éthyle 90 ml J

1

Phase aqueuse ] [ Fraction acétate d’éthyle ]

[ Figure 11.4 : Protocole de fractionnement par extraction liquide-liquide ( soxhlet) }
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11.5.1.3. Extraction par maceration :

e Extrait aqueux :
Une macération a froid de 30 g de truffes frais broyée a été immergée dans 100 ml d’eau
distillée (1 :2 p/v) [100]
Le mélange est agité manuellement sachant que la macération va durer 24h a I’abri de la
lumiére. Le lendemain le mélange sera homogénéisé et filtré avec du papier filtre (Wattman
N°6). Ensuite il va étre mesurer au moyenne d’une éprouvette. [5]

e Extrait organique :

Pour I’extrait organique le protocole reste le méme que le précédant mais le solvant est
remplacé par le chloroforme, L’extrait de chloroforme, sera concentré sous vide a I'aide d'un

évaporateur rotatif, puis va conserver au réfrigérateur a 4 °C et a l'obscurité.

papier-filtre
Q >
ENLONNOIN —me lu g

—

o— §
‘ — erlenmeyer

a @ T

broyage m filtration

Figure I11.5 : Principe de I’extraction par macération

Figure 11.6: Extraction de T.claveryi par macération.
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11.5.1.4. Fractionnement de I'extrait aqueux :

Dans une ampoule a décanter, I’extrait de I’eau distillé subit une extraction liquide-liquide
par différents solvants de polarité croissante (éther de pétrole, n-butanol, acétate d’éthyle).

Apreés la décantation, les fractions obtenues sont filtrées et séchées a ’aide d’un évaporateur

rotatif. Le protocole de fractionnement est résumé dans la figure 11.4.

Extrait aqueux (eau distillée) (25g/250ml) (100 ml)

Ether de pétrole 100 ml

! J

Phase aqueuse Fraction de I'éther de pétrole

o+

Butanol 50 ml

I J

Phase aqueuse Fraction butanol

o+

Acétate d’éthyle 100 ml

I J

Phase aqueuse Fraction acétate d’éthyle

[ Figure I1.7 : Protocole de fractionnement par extraction liquide-liquide (macération) ]
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11.6. Criblage chimique des métabolites secondaires de truffes du désert :

11.6.1. Mise en évidence des groupes de substances chimiques :

La premiére étape d'un criblage chimique est la recherche des groupes de métabolites
secondaires chez le terfez étudiée. Le criblage chimique consiste a réaliser une analyse
chimique qualitative basée sur des réactions de coloration ou de précipitation plus ou moins
specifiques a chaque classe de principes actifs. Les groupes chimiques recherchés sont : les
alcaloides, les composes phénoliques (flavonoides, anthocyanes, tanins,...), les saponosides,
les coumarines.

Une infusion aqueuse est réalisée en versant 15 g de matériel fongique fraiche dans 100 ml
d'eau distillée bouillante. Le mélange est ensuite filtré sur papier filtre (Wathman 0,16 mm) et

ajuste le volume a 100 ml. [112]

11.6.1.2 Mise en évidence des dérives anthraceniques :

On realise une ébullition au bain-marie de 5 g de matériel fongique avec 10 ml de
chloroforme pendant 3 min, ensuite, on filtre a chaud et on compléte a 10 ml.
A 1 ml du filtrat, on ajoute 1 ml d'ammoniaque NH4sOH a 9 M. La coloration plus ou moins

rouge indique la présence d'anthraquinones libres. [112]

11.6.1.3 Mise en évidence des anthocyanes :

La mise en évidence d'anthocyanes repose sur lI'apparition d'une coloration bleu-violacée en
milieu alcalin et en rouge en milieu acide. On ajoute dans 5 ml de l'infusion du matériel
fongique, quelques gouttes d'acide sulfurique (H2SOa4) dilué (2N), puis 5 ml d'ammoniaque
(NH4OH). Si la coloration s'accentue par acidification puis vire au bleu-violacée en milieu

basique, il y a présence d'anthocyanes. [112]
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11.6.1.4 Mise en évidence des tanins :

On ajoute dans 5 ml de l'infusion du matériel fongique 2 a 3 gouttes de la solution de

FeCls & 5%. La couleur vire au bleu noiréatre en présence de tanins.
La différenciation entre les tanins catéchiques et galliques se fait par le réactif de Stiasny
(méthanol-acide chlorhydrique concentré 2 : 1 v/ v).
* Tanins catéchiques :

Nous avons ajoute 15 ml du réactif de Stiasny (10 ml du méthanol + 5 ml d'HCI concentré)
a 30mL d'infusion du matériel fongique. Le mélange obtenu est chauffe au bain-marie a 90°C
pendant 15 min. L'apparition d'un précipite montre la présence des tanins catéchiques
(Bruneton, 2009).
* Tanins galliques :

Pour reveler les tanins galliques, on filtre le mélange précédemment chauffe et on prélevé
10 ml qui sont ensuite satures avec de l'acétate de sodium. 1 ml d'une solution de FeClsa 1%
est ajoute a ce mélange. L'apparition d'une teinte bleu-noiratre indique la présence de tanins

galliques non précipités par le réactif de Stiasny. [112]

11.6.1.5 Mise en évidence des saponosides :

On mélange 5 g de matériel fongique avec 100 ml d'eau distillée puis on chauffe a
I'ébullition pendant 30 min. Apres refroidissement, on filtre et on ajuste a 100 ml. Dans une
série de 10 tubes a essai, on verse dans le premier tube 10 ml. De décocté ensuite on préleve 1
ml de ce tube, on le met dans le 2°™tube et on ajuste le volume a 10 ml avec l'eau distillée.
On répete cette opération jusqu'au le 10°™ tube. Chaque tube est vigoureusement agité
pendant 15 secondes. On laisse reposer 15 min et on mesure la hauteur de la mousse dans
chaque tube. La formation d'une mousse plus ou moins importante indique la présence de

saponosides. [112]
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11.6.1.6. Dosage des polyphenols totaux :

Les douze extraits (200 ul) ont été mélangés a 1 ml de réactif de Folin-Ciocalteu dilué 10
fois et @ 2 ml de H20, et incubés a la température ambiante pendant 4 minutes. Apres
I’addition de 0,8 ml de bicarbonate de sodium de 7,5% au mélange, les polyphénols totaux
étaient déterminés apres 2 heures d’incubation a la température ambiante. L’absorbance de la
couleur bleue en résultant a été mesurée au Amax = 765 nanomeétres avec un
spectrophotometre de UV-VIS. La quantification a été faite en ce qui concerne la courbe
standard de l’acide gallique. Les résultats ont été exprimés en milligrammes d’équivalents

d’acide gallique (EAG) par 100g d’extrait. [159]

11.6.1.7. Dosage des flavonoides totaux :

Mettre 1ml de chaque extrait de truffes dans un tube a essai ; Ajouter 1 ml de solution
éthanolique de chlorure d’aluminium a 2 % ; laisser incuber 15 min a température ambiante.
Lire les absorbances a partir du spectrophotométre UV-visible a 430 nm.

On effectue la méme opération pour la quercétine a différentes concentrations en
Introduisant 1ml de ces derniéres dans une série de tubes et ajout de 1 ml d’AICI3 a 2%.

Le blanc est représenté par I’éthanol additionné a 1’ AICI3 .

Les concentrations des flavonoides contenus dans les extraits de dattes sont calculées

en se référant a la courbe d’étalonnage obtenue en utilisant la quercétine comme standard, les

résultats sont exprimés en mg équivalent en quercétine/ 100 g de MF. [160]

11.7. Activité antibactérienne : [113-115]

Nous avons effectué le teste de I’effet antimicrobien sur les souches de Staphylococcus
aureus, Klesiella pneumoniae, Escherichia coli, Pseudomonas aerogenosa, et la souche
fongique est un leveur Condida albicans ceci afin de comparer leur activité par rapport a

I’efficacité thérapeutique de I’extraits issus de Terfezia claveryi.
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11.7.1. Inoculum :

A partir d’une culture pure, lou 2 colonies bien isolées et parfaitement identiques sont
prélevées avec une anse de platine et émulsionnées dans un tube contenant 10 ml de 1’eau
physiologie puis bien homogénéisé.

L’ensemencement doit se faire dans les 15 mn qui suivent la préparation de I’inoculum.

11.7.2. Ensemencement :

Les boites de pétries sont coulées a une épaisseur de 4 mm car une couche plus fine
augmente la taille de la zone d’inhibition ce qui peut donner un résultat erroné.
Les boites sont ensuite introduites dans I’étuve a 37°C pendant 30 min avant
I’ensemencement afin d’éliminer I’humidité.

Tremper un écouvillon stérile dans la suspension bactérienne. L’essorer en le pressant
fermement (en le tournant) sur la paroi interne du tube, afin de le décharger au maximum.
Frotter I’écouvillon sur la totalit¢ de la surface gélosée, séche, de haut en bas, en stries
serrées. Répéter ’opération deux fois, en tournant la boite de 60° a chaque fois sans oublier
de faire pivoter 1’écouvillon sur lui-méme. Finir I’ensemencement en passant I’écouvillon sur
la périphérie de la gélose. Dans le cas ou I’on ensemence plusieurs boites de Pétri, il faut

recharger 1’écouvillon a chaque fois.

11.7.2. Evaluation de ’activité antimicrobienne :

11.7.2.1. Préparation des dilutions:

Pour obtenir différentes concentrations de I’extrait du truffes marron, nous I’avons diluée dans
le DMSO (diméthylsulfoxide) pour obtenir les concentrations suivant : 100%, 50%, 25%,
12.5% et 6.25%
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11.7.2.2. Méthode de diffusion sur gélose :
» Meéthode des disques
Des disques de papier buvard de 6 mm de diamétre sont stérilisés a 1’autoclave puis

imprégnés par d’extrait.ces derniers sont déposeés a la surface de la gélose de Mueller-Hinton

gélose Sabouraud pour le levure préalablement ensemencées en surface avec la suspension
bactérienne.

La sensibilité des souches testées est déterminée en mesurant avec précision les diametres
des zones d’inhibition dans les deux directions perpendiculaires autour des disques a ’aide
d’une regle graduée sur le fond de la boite. Plus le diamétre de cette zone est grand plus la

souche est sensible.

11.7.2.3. La détermination des concentrations inhibitrices (CMI) :

¢ Principe :

En bactériologie médicale, chaque souche microbienne est caractérisée en termes de
résistance ou de sensibilité aux antibiotiques au moyen de trois valeurs : le diameétre
d'inhibition, la concentration minimale inhibitrice (CMI) et la concentration minimale
bactéricide (CMB). La CMI est définie comme la plus faible concentration inhibant toute
croissance bactérienne visible a 1’ceil nu, aprés 24 h de contact a 37°C. Cette valeur

caractérise l'effet bactériostatique d'un antibiotique. [116]

11.8. L’activité antioxydante

11.8.1. Préparation de la dilution éthanoique de DPPH* :

Solubiliser 2 mg de DPPH dans 100 ml d’éthanol et laisser a une température ambiante et

a ’obscurité pendant 1h.

Le protocole employé dans cette méthode est celui de [117]
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(1 Mode opératoire

Des concentrations de 12.5 - 100 pg /ml ont été préparées pour touts les extraits
1ml de DPPH a été ajouté au mélange
Agitation vigoureuse

Incubation dans I’obscurité pendant 30 min

AN NN N

L’absorbance est lue au spectrophotométre a 517 nm

Dans les mémes conditions opératoires le contrble et les blancs ont été préparés avec :

Contréle : 1ml d’éthanol + 1ml de DPPH

Les blancs : 1ml d’éthanol + 1 ml d'extrait

Le pourcentage de réduction du radical DPPH est calculé selon la formule suivante :

Ac— E
%scavenging de radical DPPH= —— x 100
Ac

Ac : Absorbance du contrdle.

AE : Absorbance de I’échantillon (Absorbance du test « échantillon + DPPH » -
Absorbance du blanc du test « échantillon + méthanol »).

11.9. Analyse chromatographique :
11.9.1. Analyse par Infra-Rouge a Transformée de Fourier (FTIR) :
% Principe :

L'infrarouge est un rayonnement électromagnétique ; il posséde toutes les propriétés
fondamentales de la lumiere : propagation, réflexion, réfraction, interférences, diffraction,

diffusion, polarisation, etc. Il est situé dans une région spectrale invisible a I'ceil humain, entre
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la lumiére et les micro-ondes ; ses longueurs d'onde sont supérieures a celles des radiations

rouges (A > 0,72 um) et on peut leur fixer une limite supérieure qui est voisine de 0,1 cm. Le

domaine de l'infrarouge est divisé en infrarouge proche (0,7 um <A < 3 um), en infrarouge
moyen (3 um <A < 25 pm) et en infrarouge lointain (au-dela de 25 pm). Cette division trés
arbitraire est liée au développement des types de détecteurs utilisables et a la nature des

matériaux utilisés.

La spectroscopie infrarouge renseigne en général sur les fonctions chimiques présentes
dans les molécules et permet également de différencier les isomeres, par I’examen de la partie
du spectre dite « des empreintes digitales » ou « fingerprint ». L’avénement de la
spectroscopie Infra-Rouge a Transformée de Fourier (IRTF) autorisant une grande vitesse
d’acquisition. Le spectre obtenu peut étre comparé a ceux contenus dans une bibliothéque

informatisée de spectres Infra-Rouge . [118]
¢ Mode opératoire :

On prépare une pastille KBR on place des echantillons et on injecte notre échantillons sur la
pastille consiste a moudre finement une quantité¢ d’un sel KBR afin de supprimer I’effet de
diffusion les grau cristaux cette poudre KBR comprimer dans un presse afin de fournir une
pastille translucide au travers de la quelle un faisceaux de spectrométre peut passer . cette
pastille KBR on I’ajoute sur lui une quantité de notre échantillons et on fait les analyses .

L’analyse a été réalisée sur un appareil de type FTIR 8400.

11.9.2.Analyse par HPLC :

La chromatographie liquide a haute performance (HPLC) est, de trés loin, la technique la
plus performante pour ’analyse des composés phénoliques que soit a des fins qualitatifs ou
quantitatifs [119]. Depuis leur introduction en 1971, HPLC est utilisée pour la séparation de
toutes les classes de composés phénoliques et des centaines d’applications ont €té publiées.
L'amélioration de I'instrumentation, les matériaux d'emballage, et technologie des colonnes

sont toujours mises en place, ce qui rend la technique de plus en plus attrayante [120].
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L’immense avantage de la HPLC par rapport a la chromatographie sur couches minces réside
dans I’amélioration sensible des parameétres de seuil de détection et de résolution de
séparation, ainsi que dans les possibilités d’automatisation du procédé L’analyse est réalisée
par un HPLC SHIMADZU au niveau du Laboratoire de SIDAL

¢ Principe :

Les séparations sont basées sur les polarités respectives des phases stationnaires utilisées,
du solvant d’élution et des composés phénoliques concernés. Le degré initial de purification
de I’extrait végétal, les conditions chromatographiques elles-mémes et le type de détection
utilisé en sortie de la colonne orientent frequemment une analyse HPLC vers une classe de

composés phénoliques (acides phénoliques, flavonols, anthocyanes, coumarines...).

¢ Mode opératoire :

La séparation est faite par un HPLC SHIMADZU. 20 ul de chaque extrait ont été injectés
sur une colonne de type phase inverse C18 ODS. La phase mobile est constituee de deux
¢luants : Méthanol et Eau (3.5:6.5 ; V/V). Le gradient d’¢lution appliqué est de type
isocratique. Le débit est de 0.7 ml/ min. [121]

Apres programmation des paramétres d’acquisition, d’intégration et de calculs, un logiciel
gere ’acquisition de chromatogrammes, détecte et intégre les pics, effectue des calculs et sort
pour chaque chromatogramme un rapport d’analyse comprenant le numéro et le temps de

rétention.
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I11.1. Rendement d'extraction :

111.1.1. Extraction au Soxhlet :

Les résultats obtenus de cette étude sont présenté dans le tableau Tableau I11.1 et par

la figure 111 -1

Tableau I11.1 : Rendement et I’aspect des I'extraits obtenus par un Soxhlet

Echantillon Aspect Rendement %

m. vegetal brut

chloroforme Visqueux | 24.96% I
Eau distillée et ses fractions
Eau distillée brute| Liquid 200
Fraction aqueuse | Liquid 1 /I
Ether de petrol Liquid | 0.74 18.57
Hexane Liquid | 0.8 20
Acetate d’ethyl Liquid | 0.06 1.52

Figure 111.1: les différents extraits de Terfezia claveryi obtenus par extraction au soxhlet.

Les résultats obtenus a partir de I'extrait aqueux et ses fractions montrent que le meilleur
rendement est obtenu avec la fraction hexanolique est de 0.8% par rapport au poids de la
matiere végétale, et de 20% par rapport au brut ; suivi par la fraction d’éther de pétrole avec
des rendements respectivement de 0.74% et 18.57%, puis la fraction de ’acétate d’éthyle
qui a entrainé des faibles rendements de 0.06% et 1.52%. Cependant celle obtenu par le

chloroforme est de 24.96% plus important par rapport a I'étude de [123].
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111.1.2. Extraction par macération :

Les tableaux I11.1 et 111.2 et la Figure 111.2, résument les résultats de rendement des l'extraits
obtenus par I'extraction réalisée a l'aide d'un Soxhlet et macération et ses fractions exprimées

en pourcentage (%) ; par rapport au poids de Terfezia claveryi et brute.

Tableau 111.2 : Rendement et aspect des l'extraits obtenus par macération

Rendement %

Echantillon Aspect
m. végétal brut

chloroforme liquide 9.5 % Il

Eau distillée et ses fractions

Eau distillée brute liquide 166
Fraction aqueuse liquide /l Il
Ether de petrol liquide 0.25 20.28
n-butanol liquide 0.64 19.26
Acetate d’etheyl liquide 0.11 9.17

Figure 111.2: les différents extraits de Terfezia claveryi obtenus par macération.

Les résultats ont montré que le rendement de I'extrait de chloroforme est de 9.5% qui est
plus faible par rapport a I’étude de (Neggaz.S, 2016) réalisée par macération avec le méthanol
qui est de l'ordre de 13.11 %. Et Le rendement de I'extrait aqueux et ses fractions, la
meilleur rendement est obtenu avec la fraction butanolique qu’est de 0.64% par rapport au
poids de terfezia claveryi, et 19.26% par rapport au brut ; suivi par la fraction de I’ether de
petrole avec un rendement de 0.25% et 20.28%. puis la fraction de ’acétate d’ethyl qui a
entrainé de faible rendement de 0.11% et 9.17%.
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Cette différence peut étre liée a la nature du solvant, la méthode d'extraction utilisée, la
nature du matériel végétal fraiche ou séche sous forme de poudres, et l'origine géographique

du champignon et les facteurs climatiques. [124]

111.2. Etude phytochimique :

La mise en évidence des divers groupes de substances chimiques chez T. claveryi, est
basée sur des tests de coloration et de précipitation en solution (tableau 111.8). Et des dosages
quantitatifs.

Les tests de précipitation comprend les tanins, tandis que les tests de coloration en solution
mettent en évidence d'autres groupes de métabolites secondaires : les saponosides, les dérivés
anthracéniques et les anthocyanes. Et un dosage quantitatif des polyphenols et des

flavonoides a été réalisé (Tableau 111.3) .

Tableau I11.3 : Criblage chimique des métabolites secondaires de Terfezia claveryi

Composes Tests de précipitation ou coloration en Résultats
chimiques présence des réactifs
Tanins Formation d'un précipité confirmant Ila
+

présence des tanins catéchiques

dérives Une coloration rouge indique la présence

anthracéniques | d'anthraquinone libre

anthocyanes Une coloration bleu-violacée en milieu

alcalin donc présence d'anthocyanes

saponoside Apparition d'une mousse qui persiste. +

Les résultats, révelent que les Tanins, les saponosides sont des groupes de substances
chimiques abondantes chez Terfezia claveryi. Cependant les dérives anthracéniques et les
anthocyanes sont des groupes qui n'ont pas été mis en évidence. 1l est probable que la teneur
en ces métabolites secondaires est tres faible, ce qui n'a pas permis d'atteindre le seuil de leur
détection par les tests utilisés.

Nos résultats rejoignent ceux de certains auteurs qui ont signalé la présence des tanins chez
T. claveryi. [8,125]
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En effet, les dérivés anthracéniques, et les tanins possédent un pouvoir antioxydant éleve.
[126-128]
Les saponines se composent d'aglycones non polaires liés a un ou plusieurs sucres. Cette
combinaison d'éléments structuraux polaires et non polaires explique leur comportement
moussant en solution aqueuse. Comme définition, on dirait qu'une saponine est un glycoside

de stéroide ou de triterpene. [129]

111.2.2. Teneur en polyphénols totaux :

La quantité des polyphénols correspondant aux extraits des truffes obtenus par les deux
méthodes d’extraction a été rapportée en mg équivalent d’acide gallique par gramme
d’échantillon qui est déterminée a partir d’une courbe d’étalonnage d’acide gallique [130]
ayant 1’équation :

Abs = 0,008 [AG] — 0,013 ; R2=0,992. Les résultats sont représentés dans la figure 111.3

300 -
M Seriesl M Series2
W 250 - E. soxhlet  E. macértion
S~
0]
5 200 A
bo
€ 150 -
c
[J]
5 100 -
[J]
c
S 50
[t
0
E. aq F.ag  Ethp Hex But Acéth CHL
Echantillion

Figure 111.3: Teneur en polyphénols totaux de I'extrait obtenus par soxhlet et macération.

Les résultats montrent que le contenu phénolique est clairement abondant dans 1’extrait
chloroformique utilisant le soxhlet et la fraction aqueuse obtenu par macération ont des
teneurs de 291.63 et 188.63 mg EAG/QE respectivement. Tandis que la fraction de 1’acétate
d’éthyle (soxhlet) et I’extrait chloroformique (macération) révelent une faible quantité de
polyphénols avec une teneur de 11.38 et 46.87 mg EAG/gE.
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Ces résultats peuvent étre expliqués par [131]:
-La nature des solvants d’extraction utilisée et leur degré de pureté.
-L’efficacité d’une extraction est fortement influencée par la méthode d’extraction et le type
de solvant utilisé.
-le bon choix du solvant est I’étape la plus décisive pour ’obtention des teneurs importantes
en composés phénoliques a partir d’un échantillon donné.

111.2.3. Teneur en flavonoides totaux :

Tableau 111.4 : Les teneures en polyphénols et flavonoides des extraits obtenus par soxhlet et
par macération

Méthod
snode E. aq F. aq Ethp Hex / But Aceéth CHL

d’extraction

Teneur de Polyphenols

soxhlet 60.13 52.5 110.88 77 11.38 291.63

macération 80.63 188.63 57 162.38 /l 46.87

Teneur de Flavonoides

soxhlet 1591 5.22 25.26 30.48 44.61 123.13

maceération 52.43 5.78 24.87 6.74 /l 2.21

La quantification des flavonoides a été faite en fonction d’une courbe d’étalonnage
réalisée avec la quercétine, ayant 1’équation : Abs = 0,023 [Q] + 0,005 ; R2=0,999.[130]

Les résultats du dosage des flavonoides sont représentés dans la figure I11.5.
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Figure 111.5: Teneur en flavonoides de I'extrait Obtenus par soxhlet et macération.

On constate d’apres les résultats obtenus, une nette différence de la teneur en flavonoides,
en effet I’extrait de I’eau distillé brut obtenu par macération et I’extrait chloroformique
acquis par soxhlet ont des quantites les plus élevées par rapport aux autres échantillons avec
des teneurs de 52.43 et 123.13 mg EQ/gE.

Les quantités les plus faibles représentées par I’extrait chloroformique (soxhlet) et de la
fraction aqueuse obtenu par macération de l'ordre de 2.21 et 5.22 mg EQ/gE.
Ces teneurs sont tres faibles par rapport aux teneurs en polyphénols totaux.

Nos résultats sont confirmées par [132] qui ont dit mentionné que cette espece de truffes

est riche en flavonoides et en composés phénoliques.

111.3. Activité antibactérienne :

L’évaluation de I’activité antibactérienne des extraits de terfezia claveryi a été réalisée par
la méthode de diffusion sur disque, en se référant a 1’échelle de I’estimation de 1’activité

antimicrobienne de [133](Tableau 111.5).
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Tableau I11.5: L'échelle de I'estimation de I'activité antimicrobienne.

Activité antimicrobienne

Degre de sensibilité

Le diamétre de la zone
d’inhibition

Extrémement sensible +++ Plus de 20mm
Treés sensible ++ 15mm a 19mm
Sensible + 8 mm a 14mm
Non sensible Moins de 8 mm

Les résultats obtenus sont récapitulées dans le tableau I11.6 et 111.7

Tableau I11.6 : Diametres des zones d’inhibitions en (mm) de souches testées des extraits

obtenus a ’aide d’un soxhlet.

Echantillon Concentration
mg/mi
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Tableau I11.7 : Diamétres des zones d’inhibitions en (mm) obtenus avec les souches testés
pour les extraits obtenus par macération.

Echantillon Concentration | Souches testées
mg/ml St Ec Kp Ps Ca
CHL 100 20 10 9 9 8
50 9 9 0 8 0
25 0 8 0 8 0
12.5 0 0 0 7 0
6.25 /l Il /l I 0
E.distillée 100 0 0 12 0 11
brut 50 0 0 0 0 9
25 0 0 0 0 0
12.5 0 0 0 0 0
6.25 0 0 0 0 0
Faq 100 10 8 0 0 21
50 8 0 0 0 17
25 7 0 0 0 15
12.5 0 0 0 0 0
6.25 0 0 0 0 0
Ethp 100 8 0 0 0 13
50 0 0 0 0 9
25 0 0 0 0 9
12.5 0 0 0 0 8
6.25 0 0 0 0 0
n-But 100 9 11 10 12 13
50 0 10 0 0 11
25 0 0 0 0 10
12.5 0 0 0 0 9
6.25 0 0 0 0 0
Acéth 100 16 8 8 10 16
50 13 8 7 9 13
25 12 0 7 0 10
12.5 0 0 0 0 10
6.25 0 0 0 0 0

Les résultats de la présente étude indique que la Staphylococcus aureus et Pseudomonas
aerogenosa sont extrémement sensible a I’extrait chloroformique obtenu par soxhlet par
rapport les autres extraits avec une zone d’inhibition égal 21 et 20 mm et pour Echirichia coli

est sensible a la fraction aqueuse avec une zone de 12 mm.
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Tandis que, les échantillons obtenus par macération : I’extrait aqueux montrés une activité
sensible sur Klesiella pneumoniae avec une zone de 12 mm et la fraction aqueuse est

extrémement sensible activité Condida albicans par zone égal 21.

Nous expliquons ces résultats par la différence dans la structure de la paroi bactérienne qui
joue un réle important dans la susceptibilité des bactéries [134-135]. bactéries Gram négatives
possedent une membrane externe constituée principalement de lipopolysaccharides (LPS) et
des protéines majoritaires appelées porines [139-138]. Cette membrane est imperméable a la
plupart des molécules. Cependant, l'inhibition de la croissance de ces bactéries a été
rapportée, particulierement en combinaison avec les facteurs qui peuvent influencer I’intégrité
de la cellule et/ou la perméabilité de la membrane, telle que les basses valeurs du pH et les
concentrations accrues en NaCl [139] De plus, [134] la membrane est associée a des enzymes
dans l'espace périplasmique qui sont capable de détruire les molécules intruses. En effet les
extrémités lipophiles des acides lipoteichoiques de la paroi des bactéries Gram positives
facilitent la pénétration des composés hydrophobes [140], tels que les tannins qui peuvent
atteindre la membrane cytoplasmique, et perturbent la force motrice de protons, le transport

actif et la coagulation du contenu cellulaire. [135]

les antifangique empéchent la multiplication, la sporulation et la synthese des toxines des
bactéries. elles agissent sur la biomasse et la production du pseudo mycelium.[141]. Leur
action est due a une augmentation de la perméabilité de la membrane plasmique suivie d'une
rupture de celle-ci entrainant une fuite du contenu cytoplasmique et donc la mort de la levure.
[142].Leur efficacité dépend de sa richesse en composés phytochimique, plus est riche en

substances actives, plus son activité est importante [143]

L’effet inhibiteur des composés phénolique sur la croissance des bactéries peut étre expliqué
par plusieurs raisons. Parmi les I’hypothése avancés, on peut citer la chélation des métaux tel
que le fer qui est nécessaire a la croissance microbienne, I’action sur les membranes des
micro-organismes conduisant a la perte de son intégrité structurale [144], 1effet
endommageant de la bicouche lipidique [145], et enfin, I’action sur les métabolisme
bactériens [146]. Et leur action sur les champignons est fondé principalement sur I'inhibition

des enzymes fongiques contenant le groupement SH dans leur site actif [147]
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111.3.2. Détermination de la CMI:

Les tableaux 111.8 et 111.9 résume les concentrations minimales inhibitrices. D’aprés ces
résultats, on constate que [Iextrait chloroformique de soxhlet possédent une activité
antibactérienne importante par rapport aux autres, vis-a-vis du Staphylococcus aureus, et la
fraction de I’acétate d’éthyle de macération vis-a-vis du Pseudomonas aerogenosa, Condida
albicans avec une concentration minimale inhibitrice qui est de 12.5 mg/ml. Et les fractions
éther de pétrole, butanolique et acétate d’éthyle obtenus par macération ont une concentration
de 12.5 mg/ml vis-a-vis du Condida albicans.

Cette activité est due a la quantité élevée en polyphénols dans les échantillons obtenus

par T.claveryi.

Tableau 111.7 : Les différentes concentrations minimales inhibitrices (CMI) en (mg/ml)

obtenus par extraction au soxhlet.

S.A E.C K.P P.A CA
CHL 12.5 I I 50 100
E.D brut 50 100 I 50 50
Faq 100 100 I 50 I
Ethp 100 I I 25 50
Hex 100 I I I I
Acéth I 50 50 125 12,5

Tableau 111.8: Les différentes concentrations minimales inhibitrices (CMI) en(mg/ml)

obtenus par extraction de maceération.

SA EC K.P P.A CA
CHL 50 25 100 25 100
EDbrut |/ I Il I 50

Faq 100 Il Il Il 25

Ethp I I Il Il 12.5
n-But 100 50 100 100 12,5
Acéth I 50 25 50 12,5
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I11.4. Evaluation de ’activité antioxydante :

111.4.1. Activité Scavenger du radical DPPH :

L'évaluation de I'activité antioxydante des l'extraits de terfezia claveryi sont faite

comparativement a l'acide ascorbique [148]. Les pourcentages d'inhibition en fonction des

concentrations des échantillons sont illustrés dans la figure 111.7.

Tableau I11.9.A: Les pourcentages d’inhibition et ’ICso des extraits obtenus

Extrait | Pourcentage d’inhibition % | 1Cs0 pug/ml
Les extraits obtenus par extraction au Soxhlet
Chloroforme 75.62 44.57
Extrait aqueux (brut) 89.84 85.50
Fraction aqueux 83.97 95.80
Ether de pétrole 32.51 71.67
Butanol 63.43 51.48
Acétate d’éthyle 22.57 /]

Tableau I111.9.B: Les pourcentages d’inhibition et I’ICso des extraits obtenus.

Extrait Pourcentage d’inhibition % 1Cso pg/ml
Les extraits obtenus par extraction de macération
Chloroforme Il I
Extrait aqueux 59.82 Il
(brut)
Fraction aqueux 48,36 63.37
Ether de pétrole 61.85 133.15
Hexane 79.09 40.79
Acétate d’éthyle 94.36 177.37
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Figure 111.6: Pourcentage d’inhibition du radical DPPH en fonction de la concentration des

échantillons obtenus par soxhlet.
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Figure 111.7: Pourcentage d’inhibition du radical DPPH en fonction de la concentration des

Echantillons obtenus par macération.

L'ensemble des résultats du test au DPPH réveéle que l'activité antiradicalaire augmente avec
des concentrations croissantes des différents extraits (12.5 - 100 mg/mL). Ce résultat est
adéquat par les travaux d'Al- Laith (2010).

D'apres nos résultats, 1’extrait chloroformique, la fraction butanolique obtenu par
macération et la fraction hexanolique obtenu a I’aide d’un Soxhlet possédent le potentiel
antiradicalaire le plus puissant par rapport aux autres extraits avec des pourcentages
d’inhibition de 75,62% ; 79,09% et 63,43% et des valeurs d’ICso = 44,57 ;51,84 ; 40,79
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pg/ml. Tandis que I’ICso de vitamine C est de 19.73 pg /ml. ce qui indique que la vitamine C
est la plus efficace.

Les valeurs d'IC50 sont inversement liées a la capacité antioxydante d'un extrait plus 1Cso est
faible plus l'activité antioxydante d'un extrait est élevée.

D'apres les résultats des différents travaux, l'origine géographique des truffes du désert
semble influencer leur activité antioxydante. En effet, selon Al-Lait ( 2010), l'activité
antioxydante des truffes du désert varie avec leur répartition géographique et aussi avec leur
plante hoéte naturelle (Helianthemum spp). La fraction de l'acétate d'éthyle obtenus par
macération n'a montré aucune activité antiradicalaire aux concentrations testées bien que
Kivrak (2015) a montré que l'extrait a l'acétate d'éthyle de T. claveryi et T. olbiensis possédait

une importante capacité de piégeage par rapport aux autres extraits (hexane, méthanol et eau).

111.5. Analyses spectroscopique:

11.5.1. Analyses par IR :

I11.5.1.1. Les échantillons obtenus par soxhlet :

Tableau I11.1 : Interprétation du Spectre de I’extrait chloroformique :

Langueur d’onde La fonction Type de fonction
3410.26 OH ( OH de I’eau )
2360.95 C=0
2075.47 N=C=S Isothiocynete
1635.69 C=C Alken
1411.94 S=0/OH Sulfate / Alcool
1242.20 2?7 ?2??

1033.88 [1070-1030] S=0 Sulfoxide
532.37

Tableau 111.2 : Interprétation du Spectre de I’extrait aqueux :

Langueur d’onde La fonction Type de fonction
3433.41 O-H OH de I’eau distillé
2361 27 ?2?

2068 N=C=S

1635 C=C

1373 O-H

1242 C-0

532.37
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Tableau 111.3 : Interprétation du Spectre de F. aqueuse :

Langueur d’onde La fonction Type de fonction
3433 O-H

2337.80 ?2?

2075.47 N=C=S

1635.69 C=C

1381.08 C-H

1249.91 C-O

1049.31 S=0

540.09 C-I

Tableau I11.4 : Interprétation du Spectre de F. éther de pétrole :

Langueur d’onde La fonction Type de fonction
3402 O-H

2337 ?? ?2?

2067.76 N=C=S

1635.69 C=C

1473.66 27 27

1385 C-H

1242 C-0O

1049 S=0

532.54

501.51

Tableau I11.5 : Interprétation du Spectre de F. hexane :

Langueur d’onde La fonction Type de fonction
3441.12 O-H

2377.80 ??

2067.80 N=C=S

1635.69 C=C

1404.22 S=0

1257.63 C-0

1041.60 S=0

Tableau 111.6 : Interprétation du Spectre de F. acétate d’éthyle :

Langueur d’onde La fonction Type de fonction
3416 O-H

1335 7

2068 C-H

1635.80 C=C

1351 O-H

1242 C-0

1049 C-0

502 C-l
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111.5.1.1. Les échantillons obtenus par macération :

Tableau I11.7 : Interprétation de Spectre de extrait chloroformique:

Langueur d’onde La fonction Type de fonction
3433.41 O-H
2924.18 C-H
2662.46 C-H
2360.95 C=0
2067 N=C=S
1635.69 C=C
1458.23 277
1373.36 O-H
1257.63 C-O
1219.05 C-O
1018.45 ?277?
555.52 227?

Tableau I11.8 : Interprétation de Spectre de I’extrait aqueux :

Langueur d’onde La fonction Type de fonction
3456 O-H

2337 ?2??

2075.47 N=C=S

1635.69 C=C

1404.22 S=0

1257.63 C-0O

1049.31 S=0

540.09 297?

Tableau I11.9 : Interprétation de Spectre de F. aqueuse :

Langueur d’onde La fonction Type de fonction
3433.41 O-H

2337.80 ?2??

2067.76 N=C=S

1635.69 C=C

1351.08 C-H

1242.20 C-0O

1049.31 S=0

540.09 C-l
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Tableau 111.10 : Interprétation de Spectre de F. ether de petrole:

Langueur d’onde La fonction Type de fonction
3410 O-H

2978

2337.80

2067.76 N=C=S

1635.69 C=C

1465.95

1381.08 C-H

1242.20 C-O0

1057

524.66

Tableau I11.11 : Interprétation de Spectre de F. butanol :
Langueur d’onde La fonction Type de fonction
3981

3395 O-H

2940 N-H

2877.89 N-H

2353 ?2??

2075 N=C=S

2044 N=C=S

1643 C=C

1458 ?2??

1381 O-H

1211 C-0O

1042 CO-0-CO

957 C=C

648 C-I

509 C-I

Tableau 111.12 : Interprétation de Spectre de F. acétate d’éthyle :

Langueur d’onde La fonction Type de fonction
3410 O-H
2978

2337.80

2007.76 N=C=S
1635.69 C=C
1465.95

1381.08 C-H
1224.20 C-0
1057

524.60
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111.5.2. Analyses par HPLC :
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Conclusion :

Cette étude avait pour objectif de mettre en évidence la meilleure méthode d'extraction
des substances bioactives dans les truffes du sahara d'Algérie T. claveryi. d'évaluer les
activités antirnicrobiennes et antioxydantes de différents extraits obtenus et d'effectuer le
criblage chimique des substances bioactives contenues dans ces champignons.

La teneur en polyphénols totaux en adoptant la méthode de Folin-Ciocalteu révéle que les
extraits Terfezia claveryi obtenus par extraction au soxhlet contiennent : 60.13, 52.5, 110.88,
77, 11.38 mg EAG/gE, respectivement. Cependant 1’extrait chloroformique contient une
teneure de 291.63 mg EAG/g E
Et les extraits obtenus avec extraction par macération contiennent : 80,63 ; 188,63 ; 57 ;
162,38 et 46,875 mg EAG/g E, respectivement. Tandis que I’extrait chloroformique contient
une teneure de 46,875 mg EAG/g E
La teneur en flavonoides de les extraits Terfezia claveryi obtenus par extraction au soxhlet
contiennent : 15.91, 5.22, 25.26, 30.48, 44.61, mg EAG/g d’extrait, respectivement. Et
extrait chloroformique contient 123.13 mg EAG/g E
Et les extraits obtenus avec extraction par macération contiennent : 52.43, 5.78, 24.87, 6.74,
2.21 mg EAG/g d’extrait, respectivement.et pour extrait chloroformique 52.43 mg EAG/g E
En effet, le criblage chimique effectue sur ce espece de truffes du sahara perrnis d'identifier
les saponosides, les tanins catéchiques et aussi les flavonoides . Tandis que les anthocyanes et
les dérives anthracéniques qui les n'ont pas été détectes .

L’activité antibactérienne des extraits de Terfezia claveryi a été évaluée sur quatre souches
bactériennes sont: Staphylococcus aureus, Echirichia coli, Klesiella pneumoniae,
Pseudomonas aerogenosa et une soche de levure Condida albicans. par la méthode de
diffusion sur disque solide. Les résultats montrent que I’extrait de chloroforme obtenu par
extraction au soxhlet n’a aucune activité sur quatre souches sauf la souche de leveur,
contrairement aux autres échantillons, dont les CMI se situent entre 12,5 a 100 mg/ml.

Par ailleurs, évaluation de poivre antioxydant par Scavenger du radical DPPH révele que
tous les extraits manifestent une activité antioxydante en particulier ’extrait hexanolique (I1Cso
= 40,79 pg/mL). Cependant, les extrait chloroformique, l'acétate d'éthyle et extrait aqueux

obtenu par Soxhlet n'‘ont montre aucune activité. Cependant, ce potentiel antiradicalaire



augmente en fonction de la concentration de ces extraits et semble dépendre significativement

de la méthode d'extraction, la nature du solvant et de la concentration de I'extrait.

En perspective,

- Evaluer la cytotoxicité des extraits de terfez sur différentes lignées cellulaires in vitro et sur
des modeles utilisant les animaux afin de déterminer les doses thérapeutiques et les doses
létales.

- rechercher d'autres activités biologiques (antivirale, antidiabétique).
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Annexe 01 : quelques définitions

-Mycélium : C’est un ensemble des filaments, appelés hyphes, constituant un premier niveau
d’organisation. Le mycélium organise pour constituer des structures plus complexes élaborées

par la truffe soit Ascocarpe soit mycorhize et Stroma (Callot., 1999; Ricard., 2003).

- Stroma : Les filaments mycéliens peuvent s'agglomérer en pelotes denses qualifiés de
stroma. Ces stromas sont des "faux tissus", formés par la soudure des filaments, sont
constitués d'hyphes agrégées. lls sont en contact direct avec les cellules de I'écorce de la
racine, ou les souvent retrouver dans le sol des truffes (Callot., 1999 ; Ricard., 2003).

- Mycorhizes : C’est un organe mixte formé par I'association entre la racine de plante hote et
un champignon du sol, favorisa I'absorption des éléments minéraux par les racines et améliora

ainsi la nutrition de la plupart des espéces végétales (Callot, 1999 ; Ricard, 2003).

- Péridium : Le Péridium est une structure résistante qui assure la protection de Gleba
interne. Elle est de couleur blanchatre a jaunatre chez le genre Tirmania (Terfes blanc) et de

couleur brun clair (Terfés rouge) a brun tres foncé jusqu’a noir (Terfes noir).

Au niveau des écailles du Peéridium, se forment des houppes de filaments mycéliens qui

jouent un réle actif dans les échanges nutritionnels entre le champignon et le sol.

-Gléba (la chair): La Gléba c'est la partie centrale ; qu’est l'origine des asques et des spores;
elle est constituée la masse interne de l'ascocarpe dont la coupe révele a la maturité, la
présence "de marbrures” ou lignes sinueuses blanches appelées "veines". Ces veines sont
variables selon les espéces, ont recu également le nom de "veines aériferes™ ou "veines stériles
" car elles ne contiennent jamais de spores. Elles sont remplies d'hyphes qui s'allongent, se
ramifient et s'apparient entre elles pour former un véritable réseau mycélien. L'hyphe est
facilement visible & la surface de truffes matures. Les veines s'ouvrent a I'extérieur au niveau

des écaillés du Péridium de la truffe.

Les veines permettent les échanges gazeux entre la gléba du champignon et le sol (oxygéne,
gaz carbonique, vapeur d'eau) (Callot, 1999 ; Ricard, 2003). Par de trés nombreuses
ascospore contenues dans petits sacs appelés asque les fructifications sont constituées a
maturité (Callot., 1999).



Tableau 1: Les bactéries utilisées dans cette étude.

Familles Genres et Forme, mobilité | Pouvoir
especes et Gram pathogéne
Micrococcaceae Staphylococcus | Cocci Immobile | Infections

aureus

ATCC 25923 Gram+ pyogenes graves
Enterobacteriaceae | Echirichia coli | Bacille Mobile | Infections
ATCC 25922 Gram- urinaires et des
gastro-entérites
infantiles.
Klesiella Bacille Infections
pneumoniae Immobile nosocomiales
ATCC 49619 Gram- Urinaires,
pneumopathies
et des
septicémies
Pseudomonadaceae | Pseudomonas Bacille Mobile | Infections
aerogenosa Gram- nosocomiales
ATCC 27853
Condida Ovoides ou Infections
Bacillacene albicans

sphériques (3 - 6
pm x 6- 10 um),
bourgeonnement
multilatéral.
Colonie
blanche,

crémeuse., lisse

opportunistes
surtout
candidoses
superficielles
(muguet buccal,
mycoses

vaginales)




Annexe 02 : Les appareils et les produits chimiques utilisés

Les produits :

Acétate d'éthyle

Acide chlorhydrique
Acide sulfurique (H2SO4)
Acétate de sodium
Ammoniaque NH4sOH
Bicarbonate de sodium
Chloroforme

Chlorure de fer

Chlorure de sodium
DMSO

DPPH

Eau distillée

Eau physiologique
Ethanol

Ether de pétrole

Folin - Ciocalteu
Gélose Muller Hinton
Gélose Sabouraud
Hexane

N-butanol
Trichlorure d'aluminium AIClIs;

Materiels :
appareil marque Model
Autoclave /] /]

Balance de précision

DENVER INSTRUMENT I

Balance

Scout Pro

Il
Chauffe ballon Bunsen p
Etuve nuve EN 500
Evaporateur rotatif Heidolph LABOROTA 4001-efficient
Spectrophotométre SELECTA UV-2005
Spectrophotometre SHIMADZU ETIR 4800

HPLC




Annexe 03: Résultats antimicrobienne

Soxhlet :

CHL :

Staph

C.albicans

E. aqueux ( brut) :

Staph C.albicans

Fractions :

agueuse :




Ether de pétrole :

C. albicans

E. coli

C. albicans

Acétate d’éthyle :

Staph E. coli K.p




Macération :
CHL :

Staph E. coli Pseudo C. albicans

E. aqueux ( brut) :

C.albicans K.p

Fractions :
Aqueuse :

Staph C. albicans E. coli




Ether de pétrole :

C. albicans

N-butanol:

Staph E. coli Pseudo

Acétate d’éthyle :

C. albicans




Annexe 04: Variation d’absorbance et du pourcentage I’inhibition du DPPH en fonction de

la concentration des échantillons.

Les échantillons obtenus a 1’aide d’un soxhlet :

CHL :

Concentration 100 75 50 25 12.5
(ng/ml)

Abcerbance nm | 0.175 0.188 0.284 0.487 0.495
Inhibition % 75,62 73,81 60,44 32,17 31,05

Eau distillé ( brut) :

Concentration 100 75 50 25 12.5
(ug/ml)

Abcerbance nm | 0.045 0.136 0.238 0.331 0.354
Inhibition % 89.84 69.30 36.11 25.28 20.09
F. aqueuse :

Concentration 100 75 50 25 12.5
(ug/ml)

Abcerbance nm | 0.071 0.189 0.282 0.381 0.386
Inhibition % 83.97 57.33 36.34 13.99 12.87

F. éther de pétrole :

Concentration 100 75 50 25 12.5
(ug/ml)
Abcerbance nm | 0.299 0.323 0.402 0.444 0.522
Inhibition % 32.51 27.09 9.25
F. hexane :
Concentration 100 75 50 25 12.5
(ug/ml)
Absorbance nm | 0.162 0.217 0.323 0.656 0.720

Inhibition % 63.43 51.01 27.09 // //




F. acétate d’éthyle :

Concentration 100 75 50 25

(ug/ml)

Abcerbance nm | 0.343 0.345 0.429 0.436

Inhibition % 22.57 22.12 3.16 1.58

Les échantillons obtenus par macération:

Eau distillé ( brut) :

Concentration 100 75 50 25 12.5
(ug/ml)

Abcerbance nm | 0.178 0.262 0.293 0.309 0.316
Inhibition % 59.82 40.86 33.86 30.25 28.67
F. aqueuse :

Concentration 100 75 25 12.5

(ug/ml)

Abcerbance nm | 0.086 0.089 0.151 0.157

Inhibition % 48,36 47,13 21,75 19,26

F. éther de pétrole :

Concentration 100 75 50 25 12.5
(ug/ml)

Abcerbance nm | 0.169 0.214 0.25 0.375 0.433
Inhibition % 61.85 52.87 42.73 15.35 2.25
F. butanol :

Concentration 100 75 50 25 12.5
(ug/ml)

Abcerbance nm | 0.051 0.059 0.135 0.176 0.181
Inhibition % 79.09 75.81 44.67 27.86 25.81




Annexe 05: les spectres d’IR et HPLC

A) les spectres d’IR :
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Soxhlet eau distillé acétate d’éthyle trans
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Soxhlet eau distillée hexane trans
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B) les spectres d’HPLC :
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Maceration eau de fraction 190 nm
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NH4OH : Ammoniaque.

N-but : N- butanol

UV-VIS : ultraviolet —visible

EAGI/QE : équivalent acide gallique par gram échantillon

Mg EQ/ gE : milligramme d’équivalent de Quercétine par gramme d’extrait
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