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Abstract

This work is a phytochemical study of one of the species in the Cucurbitaceae family,
Ciltrullus lanatus commenly known red watermelon. In addition to the nutritional value of the
fruits, this plant have been found to provide important health benefits. Most research has studied :
The pulp, rind or seeds. The leaves have rarely been studied, which prompted our curiosity to
direct our research towards the study of the leaves of this plant.

We used various chromatographic methods to separate the compounds of the butanolic
extract from the leaves. Analytical and preparative thin-layer chromatography, using both
polyamide and silica gel, as well as paper chromatography. We were able to separate several
compounds.

At present, we have identified two new phenolic glucosides compounds isolated for the first time
in the plant kingdom and their molecular structures were determined by full characterisation using
1D and 2D NMR spectroscopy methods (‘H proton, BC carbon, 'H - '"H COSY, HSQC and
HMBC)

Quantitative analysis of polyphenols and flavonoids was performed on three extracts:
chloroform, ethyl acetate and butanolic extracts of the leaves and showed high levels of total
polyphenols and flavonoids. The antioxidant power of the same three extracts was also evaluated
using DPPH and FRAP free radical scavenging techniques. From a biological point of view, the
extracts were tested and showed good efficacy.

Keywords: Ciltrullus lanatus, phenolic glucosides compounds, DPPH and FRAP
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Résume

Ce travail est une étude phytochimique de 1'une des especes de la famille des cucurbitacées,
Ciltrullus lanatus, communément appelé pasteque. En plus de la valeur nutritionnelle des fruits,
cette plante a démontré qu'elle avait des effets bénéfiques importants sur la santé. La plupart des
recherches ont étudié : La pulpe, I'écorce ou les graines. Les feuilles ont rarement été étudiées, ce
qui a poussé notre curiosité a orienter nos recherches vers 1'étude des feuilles de cette plante.

Nous avons utilisé différentes méthodes chromatographiques pour séparer les composés de
l'extrait butanolique des feuilles a partir d'une colonne de chromatographie en couche mince
préparative et analytique utilisant le gel polyamide et le gel de silice ainsi que la chromatographie
sur papier. Nous avons pu séparer plusieurs composés. A I'heure actuelle, nous avons identifié
deux composés phénoliques glucosidés isolés pour la premiere fois dans le regne végétal et leurs
structures moléculaires ont été déterminées par caractérisation complete a 1'aide de méthodes de
spectroscopie NMR 1D et 2D (proton lH, carbone C, 'H-'"H COSY, HSQC et HMBO).

L'analyse quantitative des polyphénols et des flavonoides a été réalisée sur trois extraits :
chloroforme, acétate d'éthyle et butanolique des feuilles et a montré des niveaux élevés de
polyphénols totaux et de flavonoides. Le pouvoir antioxydant de ces trois mémes extraits a
également été évalué en utilisant les techniques de piégeage des radicaux libres DPPH et FRAP.
D'un point de vue biologique, les extraits ont été testés et ont montré une bonne efficacité.

Mots-clés : Ciltrullus lanatus, composés phénoliques glucosidés, DPPH et FRAP
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LDL : Low Density Lipoproteins
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NMR : Nuclear magnetic resonance

ORAC : oxygen radical absorbance capacity
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C s H o WS ol-hY 1 95

(i) !

P9

P10

p-coumaroyl moiety

p-coumaroyl moiety

cH cC multiplicity cH cC Multiplicity

1 - 125.69 C - 125.87 C

2 7.39d 8.64 130 CH 7.00d 8.19; 1.99 123.18 CH

3 6.72d 8.69 115.52 CH 6.72.d 8.20 115.34 CH

4 - 160.14 COH - 148.24 COH
5 6.72 d 8.69 115.52 CH - 148.24 C

6 7.39d 8.64 130 CH 7.11d1.98 110.39 CH

7 6.31d15.90 112.77 =CH 6.33d 15.90 112.70 =CH
8 7.61d16.01 146.38 =CH 7.61d15.86 146.82 =CH
9 - 167.14 C=0 - 167.24 C=0
10 - - - 3.80s (3H) 55.08 O-CH;

glucose moiety glucose moiety

1’ 4.79d7.55 100.80 CHOH 4.79 overlap 100.79 CHOH
2 3.35 73.50 CHOH 3.31 76.73 CHOH
3 3.35 76.57 CHOH 3.35 76.55 CHOH
¢ 3.30 69.95 CHOH 3.30 69.96 CHOH
5’ 3.31 76.74 CHOH 3.35 73.50 CHOH
6’ 3.60dd 11.98, 5.11 61.09 CH,0OH 3.60dd 12.07; 4.83 61.08 CH,0H

3.78dd 11.97, 1.84 3.76 dd 12.01; 2.02
benzyl alcohol moiety benzyl alcohol moiety

17 - 129.43 C - 129.42 C
2” 7.22.d 8.68 129.66 CH 7.22d8.63 129.68 CH
3”7 6.97d8.70 116.26 CH 6.97d8.70 116.26 CH
4” - 157.78 C-OH - 157.77 C-OH
5” 6.97d8.70 116.26 CH 6.97d8.70 116.26 CH
6> 7.22d 8.68 129.66 CH 7.22d8.63 129.68 CH
7’ 5.04d1.36 66.27 -CH,-O- 5.04d1.73 66.30 -CH,-O-

2,3-dihydroxyisovaleroyl moiety 2,3-dihydroxyisovaleroyl moiety

8” - 168.77 C=0 - 168.82 C=0
9” 4.72 79.24 CH-OH 4.73 overlap 79.24 CH-OH
10” - 70.38 C - 70.40 C
11 1.20 24.86 CH,3 1.20 24.87 CH;
12” 1.20 25.05 CH,3 1.22 25.05 CH;
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Al as Jebsdly ol

) Y adedll et andl Wl oY) abiies 3 an LUl jalsaldl 38T 4 aslsy Gallic Acid of L~
sabrias @ 8T Ol wsles BT U= ( p-Comaric Acid s Caffiec Acidc Vanilic Acid «Chlorogenic Acid
& dlg5 ( Naringin Rutiny () sSddil o¥sadl) auas SV WS OF Loyl b LS Jgbsdl alsns 3 s oluwY)
SleoS Sl jalsrs (3 dlsnd adas Y1 Quercetin J aedl W ¢ ol jabsies (3 e 58T ol Lsibsd) alsend)
A el @ ooy S s OF S5 ot BBl JLesW) 3 sl Lo e 8l i) ada L (Ll alseld) (3 Lz ST
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*Lf\.** o> P u}_y‘
e . S S ST
(ng/e) iAol S50 tg (min)
T
% o
Gallic Acid 572341 610,859 — -5 5.278
J N\
o
T
HO CO;H
A,
i‘cligmgemc 13164,810 |  4378,897 HO".-\;/LO)J\'///\ S 13.561
CH \_T//"\O
OH
-
8
Vanilic Acid 1378,628 0 5 :f 15.341
(=]
4 T
o
HO
Caffiec Acid 16825033 | 2785,502 s, ///j/“*\‘ o 16.205
o™
Vanilin 0 0 : N
"
&N
OH
o
Quercetin 9394,138 4012,244 Ho O 45.086
4 “OH
oH O
Naringin 0 932,153
Rutin 11035226 | 20810,070 28.592
p-Comaric Acid | 5888,813 142,447 23594
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g Y 3 Sl jabied HPLC-DAD plegleg s 0 52 Sl
L TS ol 1 g Y gl RS ot 7T-1V

(Total Phenolic Contents) TPC <Y sill LA eSSt wios 1 -7- IV
(43 ey [125] el gl Gl e I Vol Las &U> Il o Folin  aigb Las] o¥smill 1S .S dyiod

1,2 y=13,725x
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absorbance a 760 nm
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318 dnyg 30 100 U] skt saé & Jiled) n 2a8” 31 (3 Vol a4l cldy aamd sL o) o 40870

D) @) sy S OVl 2eS ot oliazeY!

<mgAGE>_A><FD><V
~ Kxm

gExtrait
gl gmin o Ko Jsl om Vo c el fobe FD - (obanYI A 2
e o)) dad)) JtBy ol (03) & ) sl
10 Uyt e wsld el asl (Uptipd) by Sland) bt g S Galiis ) B Sliall ]
(mg AGE/g MS) @1 331 s pla) G ¢ SIS I 2 0 il o)l Jaws

Slabsiwol] LIS Y gl 1 11 Jguond)

(mg AGE/g MS) 2501 Y gdll bzl
0,359 + 0,012 sl
1,156 £ 0,035 JaY ol
10,528 £+ 0,956 JsUsd)

(Total Flavonoid Contents) TFC sl LS 4Tl s 2 =7 IV
STy AN el ol s [126] L ps a1 a)ls” Jlans ol sy ol sl oy Nl oy 5

44 |:). Quercetin

70



Aidladly sl gl J1 fuadll

1,2
y = 36,25x - 0,005
1 R%=0,999 //
€ 08
5 /
S
w 0,6
g /
c
2
B
o
<
0 T T T T T T 1
0,005 0,01 0,015 0,02 0,025 0,03 0,035
0,2-
concentration de la quercetine (mg/ml)

Quercetine J L)l =i 0 54 el

(k! Cobd)

Slee ) @l g By (Ug EQ/g MS) Bt Sl s sl a3 e SO (S e L2 SAL o) Jaws

A1 Jeud 3 89 clalsel)

Slabuaad) S ol sl 12004

(g EQ/g MS) &l il gDl | el
56,010 £ 1,277 sl
32,964 £ 0,075 Y ot
278,771 £5,763 Jsbsd)

Citrullus lanatus d\ﬂf a3 ol Vgl SUASy ol 2DIl) LaS O Lo el Cnd gk & FESCIY GJL::J\ IO oot A3l

4.5 W (mg AGE/g MS) 10,528+0,956 , 0,359+0,012

o LoVl aﬁJOW, Spime dor ¢ (&‘)L\J\)

(ug EQ/g MS) 278,771£5,763 532,964 £0,075 n b 7ol 6 s gDl
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[28]. S5 Wists Sl Sl 2087 0F o (3 ¢ VI j9dd JsilaY) Jalsennd) (3 dorg L 3 Vsl 2087

icde by B LaaW Ay LSl sladt Bl -8 TV

P SH gl o JoV ddkl — T 8- TV

gl g el B 2SI Aoyl 0SS OF 4 5 2,1 615Y) o LY (MH) Mueller Hinton g5 vy forzen
e iy v 90 Ll s s e 3 I (MH) Lws)l o 2l 24-19 a e

b b B U5 e el Ol aad) Lian oo gkl Sl et Al 68 Bl —0 - 8- TV
o ) gt Laias o584 =620 N Ask sk e UV-Vis 281 domeind) 35 2a¥1 £3las Sl Jloninls 5 . odne sl
Aen wlams ( 10% - 10° ) Ss3 Je iy aesd) ods McFarland 0.5 < 0.1 5 0.08 oy b gyl sUS 35013
5oy ool oppiad e LV a235 15 I (K lall s sy 0T 4% . J\CFU (Colony-Forming Unit) <!asie.l)
R WY,

S il 0 200 W 55 (MH) o Lo 50 3l 1 8y V31 Jagll oo 45U ARkN oy — 2 — 8-1V
Dy Aoy i eSS oY ng Lloszos :\g,ﬂ:g.‘\ YN

Escherichia coli ATCC 25922
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
Staphylococcus aureus ATCC 25923
Staphylococcus sp ATCC 49619
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P Gl el (3 (e 6 el (63 oA e JaY1 ARLY e disdl e e 3 G gl sl e a5 s o
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00 | 00 | 00 [ 11 | 11 | 08 | 14 | 15 [ 10 | 17 | 18 | 11 | 19 | 20 | 12 | 22 | 23 | 14 _ Escherichia coli
Pseudomonas
00 | 00 | 00 [ 00 | 00 [ 00 | 11 | 10 [ 18 | 12 | 11 | 16 | 13 | 13 | 11 | 15 | 14 | 12 Jla-e _ .
aeuruglnosa
“E =.
Staphylococcus
00 | 00 | 00 [ 10 | 10 | 12 | 12 | 14 | 14 | 16 | 17 | 15 | 20 | 20 | 17 | 25 | 26 | 20 Lo i) +
aureus
V.Lb
00 | 00 | 00 [ 00 | 00 [ 00 | 10 | 12 [ 09 | 11 | 513 | 10 | 13 | 14 | 11 | 14 | 15 | 13 : + Streptococcus sp
00 | 00 | 00 | 00 | 00 | 00 | 00 | 00 | 00 | 00 00 | 00 | 00 | 00 | 00 | 00 | 00 | 00 DMSO

-MIC W —5 — 8- IV

s et dy
gt v %0.15 4 D10 o il olabed) |2 ad (MH) stk ol amz oy & o e oy (3
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2037 o d it e aeln 24 s 58 u3y (Lo 24-18) ol i e Ao o 10 CFU /ml =S
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g YU Bl slalad (mg/ly » MIC -5 :14 Jsutd
(mg/l) = MIC s
3yt LS
sl b | ¥ il (aliins | 2905l Galoeis

50 55 40 Escherichia coli
70 70 75 Pseudomonas acuruginosa
55 40 40 Staphylococcus aureus
50 75 50 Streptococcus sp

(AiBlag @\:a

5 Escherichia coli 1S Js 40 mgfl ; )5 239U el MIC 3agd Of 44 Lo Jamdll el S o
ind il g . Staphylococcus aureus Sy Jo o) kel dndl cloew 303l usiy Staphylococcus aureus
Sl 2l L 9 JLsbsdls g‘v)ﬁwm‘ malsand) 3 Streptococcus sp LpSW it 50 mgf/l i MIC
LSl el ol Jabsaes @ 55 mgfl MIC s wiby . ebedl Jabsaead) adl Sy Escherichia coli
70 mg/l s MIC s waf caby Staphylococcus aureus LupSW iy JgUsdl alsuass Escherichia coli
75 mg/l cal s MIC  J aes el o 23y . Pseudomonas aeuruginosa \uyxSY) Js Jsbsy Sl palsel!

Jlsdl e Streptococcus sp s Pseudomonas aeuruginosa Sl s CRESAN{ wéwxij! olalsld

Al adl ol jan Lo wlol) slas s blas U L) s 3yl O e Ol LSk Lgale Jast! ) I e
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DY) wlabsanl ICsg ¢ 155041
Vitamine C | Vitamine E
ol | sl b | i Wbl el | Jslid) jabsi
VO (VE)
ICso ( g/l 0,185 0,1584+0.002 | 0,102+0.015 0,010 0,015
Tocopherol (VE) y = 3267,x - 0,557 Acid ascorbique (VC) y= 46276,x +1,458
- R%=0,991
100 R*=0,999 120
90
80 ,100
<70 280
=60 £
250 260 Y
240 8
-an .:5:40
20 20
10
0 0
0 0,01 0,02 0,03 0 0,01 0,02 0,03
Concentration(g/L) Concentraion (g/L)
(<) )
(VE) Jdapssilll (o) 5 (VC) LS ot (t) J DPPH jLz|: 55J-<—5J‘
butanol Acetat chloroform
y = 488,6x - 0,100 v =397,4x - y = 270,5x - 0,041
20 - R?2=0,999 15 -+ 0,019 10 - R2=0,999
E 15 | g R?= 0,899 X 8-
‘;:’ g 10 g 6 -
2 10 - = =
S 2 5. s 47
E 5 £ £ 2
0 . ) 0 . ) 0 T )
0 0,02 0,04 0 0,02 0,04 0 0,02 0,04
Concentration ( g/L) Concentration ( g/L Concentration ( g/L)

=)

(<)

0)

Jsld) (=) 5 Jea¥) Sl (@) ¢ aspa S () ¢ abxad DPPH Lz @ 56 Sl
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(Ferric Reducing Antioxydant Power) FRAP | - 2-9-1V

33 e eyl 0l (T (gl gl Y) elin SIS 5 sl Y 8AnSTU) olslias adelb anls (3 L)l \.ud_i;_j
D liaadd el gl 3 skl pas o usls e k)l Te daing 308V len) llagaS” bl

[127-128]. 2,4,6 -Tripyridyl-S-Triazine Ferrique (TPTZ)

o M IE SN RO ZE
¢ 0.62 0=l ez pH=3.6 12 0.3 M (CH3COONa) ps3sall Slipwl o Jgo Jshe el Nl e 030 piames poi
Jsb2 g psis gl a0 200 Ml e Jo bad > il oWl Gy ) 2 0 3.2 ml po psseal) Slind o
A kST SV s ) ol L HCT o e 25 mb 3 e s 0 0.078g 3G L 52 0.01 M TPTZ

FRAP L iy 10:1:1 510 236 W1 LlE oW 0 25 ml (3 Lwdiy 4 0.135 g sl w3, [FeCly.6H,0]
Pl sl wa JypsSilal) el dl) Sl sy ol e

s dstd) e 2 ml J Cimig e 28 FRAP L= o Iml ixG. 0.2M 5 0.01M (g 8502 JopbsSshall 0 5ST5 a4
Bl i (£ 3 b5 By L el oy Wny sy UV-Vis Sler danly S5l s+ JgndsSilall 5515 e 100pl
(98 Sl el )lie duad S5y 23108 asleall (3 Jerzdl (VC) Syl 2 o

- (VE) dgnbsSilall s Lele g1 2S00 ety ey 100 555 JS7 e el 5 el 8 saed) pabsncd) o ailez 5515 ad
e Wad (VE) JgpsSilall ol amil) Jloansal, FRAP Lo o Il + Jgtill o 2ml + (abses 5721000l )

15 3 Joadd (3 Biogll il
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Sl oy olabsind) FRAP Lo s 1 16904

U5l bl | ¥l bl Jalscnn | jashe, S0 Laban i Vitamine C | &kl
1,53340.002 | 0,98840,002 | 0,97040,002 |2,031+0,002 | VEAC g/l

¢ sl olabeea 0,970 g1« 0,988 g/l (1,533 g/l (VE) JgmsSykll 1Sl 505U salall 5,08 waly -
(V) JapsSell) j2ed 2,031 /1 5 L s 585,801 5 LY o]
gyl Slabsanll e ST A 4 3D Galiaey Wbl B5LS Asliall (3 feazd) Sy S) Jaa OF i) ol Js
sl g LY Sl rabiild o el B & L) abinss
(Ve) SappsSalll jaa e adlad 51 ¢ Yol Bl olabuand 5050 Slall Al OF o lede ol il IO e

bl 3gaS” OSsiey Oy (VE) JgpésSshally

FARP du tocopherol FRAP de(VC)
) y=15,21x+ 0,165 30 y = 30,89x + 0,004
E R?=0,998 Es 2 =0,999
()
o ;’20
n Ifl,
<4 <15
c ©
g2 510
2 S
s
20 40
0 0,2 0,4 0,6 0 0,5 1
Concentation (g/1) 1/ facteur de dilution
(<) Q)

(VE ) Jopssikll (@) 5 (VO ) el KLV 2 () JFRAP a2 0 57 e
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(k! Cobd)

Absorption aA=593 nm

FARP butanol

y =23,32x - 0,022

20 - R?=0,929

15 A

10 A

5

0 . .
0 0,5 1

1/ facteur de dilution

FARP acétate

y=15,02x +
£ 15 4 0,039
c R2 = @999
@ 10 -
o
® 5 -
[ =
1]
2 o0 . .
2 o0 0,5 1
<

1/ facteur de dilution

FARP clorform

15 y =14,76x +
€ 0,031
c
g 10
n
2
w5 A
c
1]
‘5— O T 1
S
o
w
o
<

1/ facteur de dilution

)

CI)

s

Q)

Jsbsdl (=) 5 Y Sl (2) € 2SI () palnd FRAP ) 1 58 )
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ABSTRACT

We are always trying to discover antibiotics, of natural origin, the most effective. For this
purpose, our work is devoted to the evaluation of the antibactenal activity of the chloroformic,
ethyl acetate and butaneclic extracts of the leaves of citrullus lanatus crimson sweet vanety
cultivated in the region of Cuargla. This activity was tested against micreorganisms derived
from the reference strains gram positive (Staphylococcus aurens and Streptococcns sp) and
gram negative (Escherichia coli and Pseudomonas aeumupinosa). All extracts showed a
remarkable sensitivity against bactena by giving inhibition diameters varying between 12 and
26 mm. The evaluation of the minimum concentration of inhibition (MIC) led to the values
between 40 and 75 pg/ml. From the results obtained, we can conclude that the leaves of this
plant have a good antibactenal activity against certain microorganisms.
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L INTRODUCTION

La pastégue ou Dellaa est eniginaire de I Afrique [1]. Elle est connue dans ke monde entier [2]
a cause de ses fruts riches en teneur élevée d'ean et son goiit sucré. Ce qui fait d’elle le
légume le plus consommé surtout en €ié. En plus, elle posséde des propriéiés bénéfiques pour
la santé [3]. En effet, la médecine traditionnelle a signalé "utilisation des différentes parties
de cette plante en Asie et Moyen Orient. Les fruits sont connus comme étant diurétiques [4],
ainsi elles peuvent étre utilisées pour remédier les maladies des reins [4]. La chair est prescrite
dans ks cas d'empoisonnement alcoolique et antidiabétique [5]. La pastéque est connue sous
le nom scientifique Citrullus Lanatus. Elle appartient & la famille des cucurbitacées [6]. Ces
derniers possédent des composés biologiguement actifs comme les cucurbitacines et les
triterpenes [7].

En Algérie, la cultivation du Pastéque est en croissance ces derniéres années 4 cause de la
forte demande par les consommateurs et sa bonne rentabilité économique [8]. Par exemple, 2
Ouargla, la production a atteint 192 kantars dans la saison 2016-2017 [9]. Le but de ce travail
est centré sur la détermination des concentrations des flavonoides, et des phénols totaux dans
les extraits bruts des feuilles de Citrullus Lanatus (CL) variété Crimson sweet cultivée dans la

région de Ouargla, ainsi que keur activité antibactérienne vis a vis quelques microorganismes.

2. RESULTS AND DISCUSSION

2.1 Dusage des Phénols et flavonoides totaux :

La teneur des phénols et des flavonoides totaux est influencée par différents facteurs, parmi
lesquelles on site : 1a méthode de séchage [10]. le selvant d'extraction, le milien de culture et
méme la variété [11]. Les résultats obtenus dans ce travail montrent que les quantités des
phénols et flavonoides contenus dans kes fractions des extraits bruts des feuilles de Citrullus
Lanatus variété crimson sweet, sont assez importantes. La quantité des phénols varient entre
0.359 = 0,012 et 10,528 + 0,956 mg AGE/g MS et celle des flavonoides  est comprise entre
32,964 % 0,075 et 278,771 £ 5,763 pg EQ/g MS (Tableau 1).
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Tableau 1. Teneur des phénols et flavonoides totaux dans les feuilles de (CL)

Extraits Phénols totaux Flavanoides totaux
mg AGE/g M3 pg EQg MS
Chloroformigue 0,359 £0,012 56,010 £ 1,377
Acetate d’éthyle 1,156 = 0,035 32,964 £ 0,075
Butanoligue 10,528 £ 0,956 278771 + 5,763
2.2 Activité antibactérienne

Les backries sont responsables de plusieurs maladies et infections, comme la diarrhée
{E.Coli}, infection cutanée (Staphylococcus aureus), infection wurinaire (Pseudomonas
aeruginosa [12]. Les extraits testés, présentent un effet remarquable sur les différentes souches
utilisées (Figures 1 et 2). Le plus grand diamétre d'inlubition a été observé pour I'extrait
acétate d’éthyle (26 mm) (Tableaux 2-4). Ces résultats sont plus levés que ceux trouvés par
Cemaluk et al .,[13]

Fig.1. Zone 4’ inhibition
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Tablean 2. diamére d inhihition de 1"extrait Chloroformique
Type de baciérie T Concentration de |"extrait en mg/ml
Gram | 130 120 100 20 &0 44
Escherichia coli - 14 12 11 10 08 00
bamimeo | L | 6B 11 6 | 18 | o0 | 00
AEUruginosa
Staphylocoocus |, | 99 | 17 | 15 | 14 | 12 | o
AUTEUS
Streptococcus sp + 13 11 10 09 00 00
DMSO 00 00 00 00 00 00
Tablean 3. diamétre d'inhibition de 1"extrait Acétate d"éthyle
Type de bactérie T Concentration de 1" extrait en mg/ml
Gram | 130 120 100 80 60 40
Escherichia coli - 23 20 18 15 11 00
s | - || m 1 10 | o0 | o0
aeuruginosa
Hphyloeoccss | o | o | o 17 14 10 | oo
aurens
Streptococcus sp + 13 14 13,3 12 00 00
DMSO 00 0o 00 00 00 00
Tablean 4. diamétre d' intubition de I'extrait Butanoligque
Type de bactérie T Concentration de |'extrait en mg/ml
Gram | 130 120 100 20 60 40
Escherichia coli - 2 19 17 14 11 00
Pseudomonas -
; - 15 13 12 11 00 00
acuruginosa
ARt | s | e | mm | a8 2 | 10 | o0
AUTEUS
Streptococcus sp + 14 13 11 10 00 00
DMSO 00 0o 00 0o 00 00

23 Calcol de La CMI

Les valeurs des CMI monirent que les extraits ont tous un grand effet (Figures 1 et 2). La plus

grande valeur a été observée avec la souche de Pseudomonas aeuruginosa (70-75 mgl)

(Tableau 3).
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Tablean 5. Valeurs du CMI
Souches utilisées Valeurs du CMIen mg/l
Extrait Ex trait Acetate Ex trait
chloroformigque d Ethyle Butanoligue
Escherichia coli ATCC 25922 40 35 50
Pseud i = =
seudomonas asuruginosa 5 0 0
ATCC 27833
Staphylococcus aureus J ; =
ATCOC 25923 i i "
Sireptococcus sp 50 e .
5 5 50
ATCC 49619 )

3. MATERIAUX ET METHODES

11 Plante utilisée

Malgré les éudes menées dans ce domaine [14] et qui ont éudié cette plante (Citrullus
Lamatus) , pen d'entre-eux qui se sont intéressés aux feuvilles. Les feuilles de Citrullus
Lanatus ont ét8 récoltées le mois d"Aofit 2015, de la région de Hassi Ben Abdellah, Ouargla,
située au sud de I'Algénie. Séchees a 'ombre a la température ambiante, les feuilles ont été
tamisées afin de les rendre en petits grains.

Les extraits ont e obtenus aprés une maceration a froid dans 1'éther de pétrole. Le filtrat
est traité par chloroforme, acetate d’éthyle et enfin par le n-butanol successivement.

3.2 I¥termination des phénols et Flavonoides totaux

Les quantités des phénols et des flavonoides, contenues dans les extraits bruts des feunilles de
citrullus lanatus varié€ crimson sweet, ont €€ délerminées par les méthodes
Folin-ciocalteau [15] et chlomre d”aluminium respectivement [16]. Les courbes détalonnage

sont réalisées dans les mémes conditions opératoires. (figure 3 et 4)
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Fig.4. Courbe d’étalonnage de la quercetine

3.3 Détermination des phénols totaux
La concentration des phénols totaux a ét€ déterminée selon ke protocoke de Folin- Ciocalleau

[15]. Un mélange de 0,1 ml de I'extrait et 0,1 ml du réactif de Folin secoué et, aprés 5 min, on
ajoute 2ml d'une solution de NapCOs (2%). Une lecture, aprés 30 nunutes d'incubation a
température ambiante, est effectude 4 'aide d'in spectrophotometre UV-Vis 4 1a longueur
d'onde 760 nm. Les résultats obtenus sont exprimés en millisramme d"Ecquivalent d”Acide
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Gallique par gramme de 1a matigre séche (mg AGE/f2 MS).
3.4 Détermination des flavonoides totaux
En suivant le protocole de la méthode calorimétnigue de tnchlomure d"aluminium. la teneur

des flavonoides a 6t évaluée [16]. Le mélange de 1,5 ml de I'extrait et 1,5 ml de AICI; (2 %
dans le méthanol) est conservé a I'abn de la homiére pendant 30 minutes. L'absorbance est lue
4430 nm. Le calcul de la concentration des flavonoides; est détermine par rapport i la gamme
d’étalonnage établie avec la quercetine (figure 4). Elle est exprimée en microgramme
déguivalent de quercétine par gramme de 1a matigre séche (ug EQVg MS).

3.5 Activité antibactérienne

On cherche souvent, dans les plantes 3 trouver des antibiotiques naturels de compositions
chimiques différentes pour battre les bactéries qui ne cessent pas & résister aux antibiotiques
utilisés [17]. La méthode ntlisée pour I"évaluation du taux de I'activité antibacténienne des
différents extraits est celle qui adopte la diffusion dans un milieu gélose sec [18]. De méme
elle a été utilisée pour tester la sensibilité et la détermination de la concentration minimale
d inbubition (CWI) [19-20]. Les souches de référence utilisées sont de différents gram .Elles
sont originaires de Amencan Type Culture Collection (ATTC), USA obtenus de 1'Haopital de
Slimane Amirat de Touggourt,

La culture de souches bactériennes a ét€ préparée avant 18 - 24 h et les suspensions ont &t
ajustées 4 0,5 Mc Ferland 4 570 nm avec un spectrophotomitre UV-Vis. Des boites de Pétri
ont éi¢ préparées avec 20 ml d'agar Mueller Hinton (MH); les inoculums ont €€ étalés sur le
milieu solidifié et laissés & sécher pendant 60 min. Les disques skériles (6 mm de diamétre)
mmprégnés dans Uextrait brut dissout dans le diméthyle sulfoxide (DMSO) ont ét8 ensuite
déposés dans les boites de Pétri. Les plagues ont été laissées pendant 30 minutes 3
température ambiante pour permettre la diffusion de I'extrait avant incubation & 37°C pendant
24 heures. Le contréle négatif a é€ préparé sur des disques imprégnées dans le DMSO et
déposés dans les mémes boites. En cas dinhibition bactérienne. on remargque une zone autour
du disgue que I'on appelle la zene d'inhibition. Le diamétre du halo est évalué en millimétre.
Cette expérience a été répétée pour des différentes concentrations de chaque extrait.

1.6 Détermination de la Concentration Minimale d'Inhibition (CNT)

La CMI est définie comme étant la concentration mimimale de 'antibiotique inhibant toute
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croissance visible du micro-organisme apres une incubation de 24 h. La dilution des extraits
bruts dans un milieu gélosé (MH) nous permet |'évaluation des CML On note ainsi la plus

petite concentration qui ne comespond 4 aucun frouble observable a I'eedl nu.

4. CONCLUSION

Les résultats de dosage des phénols et flavanoides contenus dans les fevilles de Citrullus
Lanatus montrent que cette plante est riche en composés phénoliques, ce qui est en accord
avec les tests antibactériens.

En effet, les extrais testés vis-&-vis des microorganismes ont montré un trés bon effet en
comparaison avec des travaux antérieures [13], ol ke meilleur diamétre d'inhibition a été
observé pour | extrait de "acétate d’éthyle avec une valeur de 26 mm.

Finalement, les résultats obtenus lors de cette étude confirment bien utilisation des feuilles
de la plante (Citrullus Lanatus) dans la médecine traditionnelle.
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