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Étude des propriétés fongicides de l’écorce des tiges de Spondias mombin L.

Abstract

Résumé

Spondias mombin L. est un arbre connu pour ses propriétés antimicrobiennes. Dans cette étude, l’extrait de 
l’écorce de ses tiges utilisé en médecine traditionnelle a été évalué pour son effet sur la croissance et la survie de trois 
espèces d’Aspergillus à savoir Aspergillus flavus, Aspergillus fumigatus et Aspergillus nidulans après purification de 
celui-ci par la méthode d’éthyle acétate. Les résultats obtenus montrent que la croissance radiale qui était de 90 mm sur 
le milieu sans la fraction antifongique est passée à 72,15; 55; 24,3 et 0 mm pour A nidulans, 65,67; 40; 18 et 0 mm pour 
A. fumigatus, et 82,33; 54,17; 26,13 et 0 mm pour A. flavus après 7 jours d’incubation respectivement sur le milieu de 
culture à 1%, 2%, 3% et 4% de fraction antifongique. Au bout de ce même temps d’incubation, dans le milieu de culture 
à 4% de fraction antifongique où il a été noté une absence de croissance fongique, le pourcentage de réduction du réactif 
de l’Alamar Blue représentant le pourcentage de cellules survivantes était autour de 3%, 2% et 5% respectivement pour 
A nidulans, A. fumigatus, et A. flavus. 

Cet extrait de l’écorce des tiges a ainsi la capacité d’inhiber et de tuer les espèces fongiques contrairement à 
certains fongicides chimiques qui peuvent inhiber sans tuer les espèces fongiques. Nous pouvons donc conclure que 
l'utilisation de l’extrait de l’écorce des tiges de cet arbre comme fongicide naturel peut être une alternative à l’utilisation 
des fongicides chimiques qui sont toxiques pour l’homme, l’animal et l’environnement.
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Study of the fungicidal properties of the stem back of Spondias mombin L.

Spondias mombin L. is a tree known to possess antimicrobial properties. In this study, the stem bark extract used 
in traditional medicine was evaluated for its effect on the growth and survival of three Aspergillus species (Aspergillus 
flavus, Aspergillus fumigatus and Aspergillus nidulans) after purification of this extract by the ethyl acetate method. The 
results obtained show that the radial growth which was 90 mm on the medium without the antifungal fraction rose to 
72.15; 55; 24.3 and 0 mm for A nidulans, 65.67; 40; 18 and 0 mm for A. fumigatus, and 82.33; 54.17; 26.13 and 0 mm 
for A. flavus after 7 days of incubation respectively on the culture medium at 1%, 2%, 3% and 4% of antifungal fraction. 
At the end of this same incubation time, it is noted that in the medium at 4% of antifungal fraction, where no fungal 
growth was observed, the percentage in reduction of the Alamar Blue reagent indicating the percentage of surviving 
cells, was around 3%, 2% and 5% respectively for A nidulans, A. fumigatus, and A. flavus. The stem bark extract has 
thus the ability to inhibit and kill fungal species in opposite to some chemical fungicides which can inhibit fungi without 
killing them. We can therefore conclude that the use of the stem bark extract of this tree as a natural fungicide may be an 
alternative to the use of chemical fungicides that are toxic for human, animal and the environment.
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INTRODUCTION

De la production jusqu’à la consommation, les produits 
alimentaires peuvent être contaminés par des microorganismes 
(Heaton and Jones, 2008). Parmi ces microorganismes, 
figurent les moisissures qui font partie du groupe des mycètes 
qui arrivent au deuxième rang, juste après les insectes, pour 
l'ampleur des pertes qu'elles causent aux produits alimentaires 

principalement d'origine végétale. Cette contamination par les 
moisissures peut conduire ainsi à une putréfaction d'aliments 
qui implique tout changement physico-chimique et rend les 
aliments impropres à la consommation humaine (Majumdar et 
al., 2018). Certaines moisissures sont également susceptibles 
de produire des poisons appelés mycotoxines (Steyn, 1995; 
Binder et al., 2007 ; Kouadio et al., 2013a). Ces poisons naturels 
peuvent avoir des effets aigus ou chroniques sur les humains et 
les animaux et ils ont été définis comme un problème majeur 
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de sécurité alimentaire (Kuiper-Goodman, 2004). Ils possèdent 
en effet, des propriétés cancérigènes, immunosuppressives, 
hépatotoxiques et tératogènes (Pfohl-Leszkowiz A., and 
Castegnaro 1999; Ringot et al., 2006). Ces poisons sont 
généralement formés dans les aliments avant d'être mangés 
et ne peuvent être détectés par le goût, l'odeur ou la couleur. 
Des solutions doivent donc être trouvées afin de réduire voir 
annihiler cette contamination par les moisissures. 

La première méthode de contrôle de cette contamination 
fongique est le respect des bonnes pratiques de production des 
denrées alimentaires qui ont été décrites et illustrées par Bucheli 
et Taniwaki, (2002). Cependant, le zéro risque de contamination 
est difficile à atteindre. Ainsi, de nombreux agriculteurs utilisent 
des fongicides chimiques pour empêcher la contamination 
des cultures par ces champignons. Cependant, les exigences 
concernant la sécurité de ces formulations ont été accentuées en 
raison des risques toxicologiques (Directive 91/414/CEE, 1991).

En outre, le grand public réclame une utilisation réduite 
des conservateurs chimiques et des additifs dans les denrées 
alimentaires et les aliments pour animaux (Rouabhi, 2010). 
Par conséquent, l'utilisation de substances naturelles capables 
d'inhiber le développement des champignons ainsi que la 
production de mycotoxines serait d'une grande importance. 
La flore végétale ivoirienne regorge de plusieurs plantes qui 
possèdent de nombreuses activités biologiques qui pourraient être 
exploitées à cette fin. C’est le cas de Spondias mombin L., arbre 
de 12 à 25 m de haut appartenant à la famille des Anacardiacae. 
Il possède un tronc recouvert d’écorce épaisse et rugueuse. Très 
répandue dans les pays tropicaux, Spondias mombin L. revêt une 
importance particulière du fait de ses vertus alimentaires et de 
ses nombreuses utilisations thérapeutiques (Adjanohoun et Aké-
Assi, 1979; Arbonnier, 2002). En médecine traditionnelle, il est 
souvent utilisé dans le traitement de diverses affections telles 
que l’hypertension artérielle, la toux, la blennorragie, la carie 
dentaire, les vers intestinaux et les troubles gastro-intestinaux 
comme les maux de ventre, les douleurs d’estomac, la dysenterie 
et surtout la diarrhée (Bouquet et Debray, 1974; Ayoka et 
al., 2008). L’évaluation de l’effet de l’extrait des feuilles et de 
l’écorce de cet arbre sur des espèces bactériennes a révélé une 
activité antibactérienne intéressante (Maduka et al., 2014). Les 
activités antifongique et fongicide restent par ailleurs à explorer.

Les feuilles de cet arbre ayant montré un effet inhibiteur 
uniquement sur des espèces bactériennes, la présente étude a 
ainsi été réalisée afin d’évaluer l’activité antifongique de l’extrait 
de l’écorce de Spondias mombin L. pour une contribution à la 
recherche de substances naturelles pouvant être utilisées comme 
alternatives aux fongicides synthétiques qui ont des effets 
néfastes sur l’homme, l’animal et l’environnement.
MATERIEL ET METHODE
Matériel
 Le matériel biologique utilisé dans cette étude est 
composé d’écorce des tiges de Spondias mombin L. provenant 
du centre de la Côte d’ivoire et de trois espèces d’Aspergillus 
fréquemment isolées sur divers produits alimentaires locaux. 
Il s’agit d’Aspergillus fumigatus, Aspergillus nidulans et 
Aspergillus flavus fournies par le laboratoire de parasitologie 
et de mycologie de l’Institut Pasteur à Abidjan (Côte d’Ivoire). 
Outre le fait que ces espèces soient fréquemment isolées sur des 
produits alimentaires, le choix de celles-ci est aussi dû au fait 
qu’en zone tropicale, les mycotoxines qui sont des métabolites 
toxiques sont produites principalement par les espèces du 

genre Aspergillus. Le milieu de culture utilisé était le milieu 
Sabouraud au chloramphénicol. 
Préparation de l’extrait de l’écorce des tiges

L’écorce des tiges a été broyée et 30 g de l'homogénat 
obtenu ont été ajoutés à 150 mL d'éthanol à 50% (V/V). Le 
mélange a été bouilli dans un bain-marie à 80 ° C pendant 
1 heure sous agitation douce. Le mélange résultant a été 
centrifugé à 2000 tr / min pendant 10 min. Le surnageant a 
ensuite été filtré sur du papier Whatman. La solution résultante 
a été lyophilisée. Le lyophilisat obtenu a été dissout dans 15 
mL d’eau distillée et agité jusqu'à dissolution totale. Afin de 
purifier l'homogénat obtenu et d'utiliser la fraction contenant les 
composés antifongiques, le procédé de purification par l'acétate 
d'éthyle a été utilisé. Cette purification de l'extrait a été réalisée 
en ajoutant à l'homogénat obtenu 15 mL d'acétate d'éthyle. Le 
mélange résultant a été agité pendant 1 min. et centrifugé à 
2000 tr / min pendant 10 min. Une phase aqueuse et une phase 
d'acétate d'éthyle ont été obtenues. La phase d'acétate d'éthyle a 
été récupérée dans un nouveau tube.

Une quantité de 15 mL d'acétate d'éthyle a été ajoutée 
à la phase aqueuse restante. L’ensemble a été agité et centrifugé 
comme décrit ci-dessus. Cette purification a été faite trois 
fois. Les trois phases d'acétate d'éthyle ont été placées dans 
le même tube et la phase aqueuse dans un autre tube, puis 
les deux solutions obtenues ont été séchées sous hotte. Les 
résidus des phases aqueuse et d’acétate d'éthyle ont été dissouts 
respectivement dans un volume nécessaire (10 mL) d'eau 
distillée et d'acétate d'éthyle, puis filtrés séparément sur des 
membranes coupantes de 0,20 µm pour éliminer les résidus non 
dissous et les contaminants éventuels. L'activité antifongique 
de ces fractions aqueuse et d'acétate d'éthyle a été évaluée 
afin d'utiliser celle contenant les composés antifongiques pour 
le test d'inhibition de la croissance fongique et de celui de la 
survie des espèces fongiques (Kouadio et al., 2011a).
Préparation des souches fongiques

Les souches d'Aspergillus ont été ensemencées sur 
la gélose Sabouraud au chloramphénicol pendant 3 jours. Les 
différentes suspensions de spores ont ensuite été préparées en 
transférant les spores issues des cultures dans 10 mL d’eau distillée 
stérilisée et filtrées sur du tissu Mira stérilisé. La concentration en 
conidies de chaque souche a été déterminée en les comptant dans 
un hémacytomètre et une dilution appropriée a été effectuée pour 
obtenir une concentration de 106 spores / mL. Ces suspensions de 
106 spores / mL ont été utilisées pour les tests d'inhibition de la 
croissance fongique et de survie de ces espèces fongiques.
Evaluation des activités antifongiques des fractions 
obtenues après purification de l'extrait de feuilles par la 
méthode à l'acétate d'éthyle

Chaque suspension d'Aspergillus préalablement 
préparée a été ensemencée par étalement sur le milieu Sabouraud 
au chloramphénicol. Un disque de 1 cm de diamètre a été 
imprégné avec 100 µL de chaque fraction de l'extrait et déposé 
sur le milieu inoculé.

Chaque milieu avec le disque imprégné a été incubé à 
30 ° C, température de croissance optimale pour A. flavus et à 37 
° C, température de croissance optimale pour A. fumigatus et A. 
nidulans. Le disque autour duquel aucune croissance fongique 
n’a été observée a été identifié comme étant celui imprégné par la 
fraction contenant les composés ayant une activité antifongique.
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Suivi de la croissance fongique
La fraction contenant les composés antifongiques a 

été incorporée au milieu de culture pour obtenir des milieux 
de concentration de 1%, 2%, 3% et 4%. Chaque milieu a été 
coulé dans une boîte de Pétri et, après solidification, 10 µL de 
la suspension de spores ont été déposés de manière aseptique au 
centre de ce milieu de culture. Un milieu de culture sans fraction 
antifongique a également été inoculé. Pour chaque teneur en 
fraction antifongique, trois boîtes de pétri ont été inoculées et 
mises à incuber à différentes températures, comme décrit ci-
dessus. La croissance radiale a été déterminée en mesurant 
chaque jour le diamètre de la colonie selon la méthode de Pitt, 
(1988). Cette expérience a été réalisée pendant 7 jours.
Test de l’évaluation de l’effet de la fraction antifongique sur 
la survie des espèces fongiques

L'expérience a été menée sur une période de 5 jours. 
Après chaque mise à incubation de 24 heures, 700 µL de 
Sabouraud au chloramphénicol liquide et 300 µL de réactif 
Alamar Blue ont été ajoutés dans chaque tube. La concentration 
finale du réactif Alamar Blue dans chaque tube à essai était de 
10%. Ensuite, la suspension microbienne contenant le réactif 
Alamar Blue a été mise à incuber à 37 ° C pendant 4 heures. Le 
milieu de culture sans suspension microbienne mais contenant 
le réactif Alamar Blue a également été mis à incuber.

Après ce temps d'incubation, 100 µL de chaque 
suspension ont été placés dans des puits séparés d'une microplaque 
et l'absorbance a été déterminée à 570 nm en utilisant 600 nm 
comme longueur d'onde de référence dans l'appareil ELISA de 
Bio-Teck (Kouadio et al., 2013b).
Analyses statistiques des données

L'analyse statistique des données a été réalisée par 
une analyse de variance (ANOVA) en utilisant un niveau de 
signification de 5%. Le logiciel statistique utilisé est IBM SPSS 
Statistics version 20. Le test de comparaison multiple de Tukey 
a été utilisé pour identifier ces différences.
RESULTATS ET DISCUSSION
 Les résultats obtenus montrent une absence de croissance 
autour des disques imprégnés par la fraction aqueuse (Figure 1). 
Les composés antifongiques sont donc hydrosolubles. Des travaux 
précédents ont également révélé que l’extrait de l’écorce possède 
des propriétés antimicrobiennes (Maduka et al. 2014). Cependant, 
ces auteurs ont plutôt évalué l’effet de l’extrait éthanolique sur 
la croissance de certaines bactéries et non sur la croissance des 
espèces fongiques. 

Cette fraction aqueuse contenant les composés antifongiques 
possède un effet inhibiteur dose dépendante sur la croissance des 
espèces fongiques traitées (Tableau 1). En effet, la croissance 
radiale qui était de 90 mm sur le milieu sans la fraction possédant 
l’activité antifongique (fraction antifongique) est passée à 72,15; 
55; 24,3 et 0 mm pour A nidulans, 65,67; 40; 18 et 0 mm pour A. 
fumigatus, et 82,33; 54,17; 26,13 et 0 mm pour A. flavus après 7 
jours d’incubation respectivement sur le milieu de culture à 1%, 
2%, 3% et 4% de fraction antifongique (Figure 2).

L’analyse effectuée a montré que les croissances 
observées sur les milieux de culture à différente teneur en 
fraction antifongique sont significativement différentes 
(P<0,05). Par ailleurs, à 4% de fraction antifongique dans le 
milieu de culture, une inhibition totale de la croissance a été 
observée. Cette teneur en extrait antifongique dans le milieu de 
culture est donc la concentration minimale inhibitrice (CMI). 
L’absence de la croissance observée sur le milieu de culture à 
4% de fraction antifongique pourrait s’expliquer par l’absence 
de germination des conidies comme le montrent les résultats de 
l’observation microscopique effectuée (Figure 3). La majorité 

Figure 1. Effet de (A): la fraction aqueuse,  (B): l’acétate d’éthyle 
et  (C): la fraction éthyle acétate sur la croissance fongique

Tableau 1: Effet dose dépendante de la fraction antifongique de 
l’extrait de l’écorce de Spondias mombin L. sur la croissance fongique

Figure 2: Effet de la fraction antifongique sur la croissance 
fongique au bout de 7 jours d’incubation
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des travaux précédents (Ajao et Shomukan 1985; Corthout et 
al., 1991, Abo et al., 1999; Maduka et al. 2014) ayant montré 
que l’extrait de l’écorce des tiges de cet arbre a principalement 
un effet antibactérien, l’effet antifongique observé dans cette 
présente étude, montre que l’écorce des tiges peut avoir un effet 
inhibiteur aussi bien sur les bactéries que sur les moisissures.

L’évaluation du pourcentage de réduction du réactif 
Alamar Blue représentant le pourcentage de cellules survivantes 
a également montré que la fraction antifongique exerce un 
effet fongicide dose dépendante sur les espèces fongiques 
testées (Tableau 2). En effet, dans le milieu de culture à 4% de 
fraction antifongique où il a été noté une absence de croissance 
fongique, le pourcentage de réduction du réactif de l’Alamar 
Blue représentant le pourcentage de cellules survivantes était 
autour de 3%, 2% et 5% respectivement pour A nidulans, A. 
fumigatus, et A. flavus au bout 5 jours d’incubation tandis que 
dans le milieu à 1% de fraction antifongique, le pourcentage 

de cellules survivantes était de 73,16%,  69,061%, et 77, 01% 
respectivement pour A nidulans, A. fumigatus, et A. flavus 
au bout de la même durée d’incubation (Figure 4). Dans le 
milieu de culture ne contenant pas de fraction antifongique, le 
pourcentage de réduction du réactif Alamar Blue représentant 
le pourcentage de cellules survivantes était autour de 100%.

Cependant, bien que cet effet fongicide de la fraction 
antifongique soit dose dépendante, il a été noté que de 3% à 4% 
de cette fraction antifongique dans le milieu de culture, il n’est 
observé aucune différence significative entre les pourcentages de 
cellules survivantes pour A. fumigatus et A. nidulans (P>0,05).

Au vu de ces résultats, nous pouvons dire que l’extrait 
de l’écorce des tiges inhibe non seulement la croissance 
fongique mais possède également la capacité de tuer ces 
espèces fongiques. Cette propriété fongicide de l’écorce des 

tiges pourrait être due à sa richesse en polyphénols comme l’ont 
montré Maduka et al. (2014). D’autres plantes à savoir Solanum 
indicum L. Lycopersicon esculentum M. possèdent également 
la capacité d’inhiber et tuer les espèces fongiques (Kouadio et 
al., 2013a et b). Cela offre des perspectives intéressantes quant 
à l’utilisation de substances naturelles comme alternatives aux 
fongicides chimiques.

CONCLUSION
Cette étude a révélé que l’écorce des tiges de Spondiasn 

mombi L.  possède des activités antifongiques importantes 
en raison de leur effet inhibiteur sur la prolifération des 
champignons et de leur capacité à les tuer. Il met en évidence 
la découverte d’extrait naturel qui pourrait être utilisé comme 
alternative aux fongicides chimiques dont certains peuvent 
inhiber la croissance des champignons sans les tuer comme l’a 
montré Rouabhi en 2010. Depuis de nombreuses années, cette 
plante a été utilisée  aussi bien à des fins thérapeutiques qu’à 
des fins culinaires dans de nombreux pays africains sans aucun 
effet toxique noté à notre connaissance.

Par conséquent, afin d'éviter les risques toxicologiques 
pour l'environnement, l’animal et l'homme, dus à l'utilisation 

Figure 3: Effet de la fraction antifongique de l’extrait de l’écorce 
de Spondias mombin L. sur la germination des conidies

Tableau 2: Effet dose dépendante de la fraction antifongique de 
l’extrait de l’écorce de Spondias mombin L. sur le pourcentage 
de réduction du réactif Alamar Blue par les espèces fongiques

Figure 4. Effet de la fraction antiifongique de l’extrait de l’écorce 
des tiges de Spondias mombin L. sur le pourcentage de réduction 
du réactif Alamar blue par A. fumigatus, A. nidulans et A. flavus
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de fongicides chimiques d’une part, et d’autre part, réduire 
l'utilisation d'agents de conservation et d'additifs chimiques 
dans les denrées alimentaires et les aliments pour animaux, 
l'extrait de l’écorce des tiges peut être utilisé. Cet effet 
inhibiteur de l’écorce des tiges pourrait être dû à leur richesse 
en polyphénols. Des recherches supplémentaires doivent être 
menées sur ces polyphénols afin de confirmer ce fait.
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