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Résumé.

La présente étude a tenté d'évaluer le pouvoir antimicrobien de I'huile fixe et de I'extrait des
graines de Peganum harmala récoltées dans la region de Ghardaia. L'extraction de I'huile fixe a été
réalisée par Soxhlet, avec un rendement de 9,78 %, tandis que l'extrait organique a été obtenu par

macération dans du méthanol, avec un rendement d'extraction de 6,36 %.

L'activité antimicrobienne a été évaluée sur cing souches bactériennes référencées ATCC (Gram
négatif: Escherichia coli ATCC 3548, Klebsiella pneumonie ATTC 700603, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853)et (Gram positif: Staphylococcus aureus ATCC 2943, Enterococcus
feacalis ATCC 23219) ainsi qu'une souche fongique (Candida albicans ATCC 10231), en utilisant
la méthode de diffusion sur gélose par puits. Les résultats n'ont révélé aucune activité inhibitrice de
I’huile fixe de Peganum harmala vis-a-vis les espéces testés. Tandis les résultats de 1’activité
antimicrobienne 1’extrait méthanolique révele une forte activité contre la plupart des especes testees
Les extraits méthanolique des graines de P. harmala se sont distingués par leur action bactéricide.
Dont le CMI est noté a 20 mg/ml pour S. aureus et de 30 mg/ml pour E. coli, K. pneumonie et E.

feacalis et celle de Candida albicans est 8 60mg/ml.

Mots clés: Peganum harmala, huile fixe, extrait méthanolique, activité antimicrobienne.
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Abstract

This study focuses on evaluating antimicrobial activity of seed oils of Peganum
harmala plant harvested in the Ghardaia region. The fixed oil was extracted by Soxhlet with a
yielde stimated at 9.78%, while the organic extract was obtained by soaking in methanol with
a yield estimated at 6.36%.

The antimicrobial activity of seed oils was evaluated by using the diffusion an agar
medium on five ATCC reference bacteria strains (Gram-negative: Escherichia coli ATCC
3548, Klebsiella pneumonia ATCC 700603 and Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 )
and (Gram-positive: Staphylococcus aureus ATCC 2943 and Enterococcus feacalis ATCC
23219) and one fungal strain (Candida albicans ATCC 10231).The results revealed that there
was no applied activity the seeds oil of Peganum harmala against all the selected species.
While the results of the antimicrobial activity for the seeds methanolic extract showed that it

has effective activity against most of the strains tested.

The seeds methanolic extracts of Peganum harmala were characterized their activity
bactericidal, as the lowest inhibitory concentration (IMC) was recorded at 20 mg/ml for S.
aureus, 30 mg /ml for (E. coli, K. pneumounia and E. feacalis) and 60 mg/ml for Candida

albicans.

Keywords: Peganum harmala, fixed oils, antimicrobial activity, methanolic extract.
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Introduction

Introduction.

Les plantes médicinales constituent un patrimoine précieux pour I’humanité. Elles sont des
usines chimiques naturelles, produisant des substances actives biochimiques soient les alcaloides,
huiles essentielles, flavonoides, tanins,...etc. et les mettent a la disposition de I’homme qui peut en
faire usage pour soigner sa santé et satisfaire ses besoins vitaux (Schauenberg et Paris, 1997).
Malgré le progrés de la pharmacologie, 1’'usage thérapeutique des plantes médicinales est tres
présent dans certains pays du monde et surtout les pays en voie de développement, (Tabuti et al.,
2003).

En Algérie, et plus particulierement la région de Ghardaia est tres riche en espéce
médicinales et posséde un patrimoine floristiques non négligeable dans 1’usage medicinal ancestrale
(phytothérapie) tel que 1I’Artemisia herba herba, Fagonia glutinosa, Ruta tuberculata, Peganum
harmala L. Parmi ces plantes médicinales, nous avons intéressé pour la plante de Peganum harmala
L. C’est une espéce endémique de la famille de Zygophyllaceae également connue sous le nom d'Al
harmal. Cette plante est tres commune dans des zones semi-arides, dans le secteur des hauts
plateaux d’Atlas Saharien, le Sahara septentrionale et rare dans le Sahara central selon (Ozenda,
2004). La plante Peganum harmala est une espece médicinale tres célébre dans la médecine
traditionnelle et connue par sa richesse en divers métabolites secondaires principalement les
alcaloides, les coumarines et les flavonoides (Al Yahya, 1986). Ses nombreux composants sont
utilisés en médecine traditionnelle pour traiter un certain nombre de maladies humaines, notamment
le lumbago, I'asthme, les coliques, la jaunisse et comme stimulant emménagogue (Moloudizargari,
2013),et pour le traitement des fiévres et soigner les rhumatismes(Chehma,2006). Iserin en(2001) a
mentioné que la plante P. harmala a des propriétés antifongiques, antivirales et antidiabétiques.
Analgésiques, diurétiques, anthelminthiques, antiprolifératives abortives, antimicrobiennes...etc.

(Tahrouch et al., 2002).

Grace a ces affections, il aura selectionné que les infections microbiennes qui restent graves
et leurs fréquence a augmenté de facon considérable au cours des dernieres années en raison de
I’'usage extensif des agents antibactériens et antifongiques chimiques dans la médication humaine

qui conduit a la sélection des souches microbiennes résistantes (Benbrinis, 2012)
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Dans ce contexte, les infections urinaires sont des affections courantes qui occupent la
deuxieme classe aprées les infections respiratoires en termes de fréquence (Genovese et al., 2017).
Elles sont les plus fréquentes chez les femmes que chez les hommes et leur incidence augmente

avec I'age. (Collignon et Poilane, 2013).

En ajoute, I'infection urinaire est une infection qui peut affecter une ou plusieurs parties du
systeme urinaire, y compris les reins, les uretéres, la vessie et l'urétre. Elle est causée par une
multiplication de microorganismes dans les voies urinaires (appelée bactériurie) et s'accompagne
d'une réaction inflammatoire avec un afflux de globules blancs (appelée leucocyturie) (Humbert,
1997). Permis les microorganismes responsables des infections urinaires sont Escherichia coli,
klebsilla, Staphylococcus aureus, Enteroccocus feacalis et Candida albicans...etc. (Lobel et
Soussy, 2007, Collignon et Poilane, 2013).

Face a I’apparition de formes résistantes de plusieurs bactéries a certains antibiotiques, en
raison de leur I’usage extensif et irrationnel (sans ordonnance), la recherche de nouvelles molécules

actives et a large spectre d’action s’avére nécessaire (Haddouchi et al., 2013).

Notre travail ouvre une voie thérapeutique pour gérer 1’utilisation excessive des
antibiotiques. Face a ce probleme, 1’objectif vise a rechercher d’une molécule bioactive d’origine

végétale a fin de traiter le probléme de I’infection urinaire 1i¢ aux agents pathogénes.

Le présent travail s’articule aux trois chapitres dont le premier est consacré a la description
botanique de I’espece considérée et les souches microbiennes utilisées, le deuxieme chapitre est
présenté des matériels utilisé dans laboratoire au cours de stage, méthodes d’extractions et le test de
I’activité antimicrobienne. Le troisiéme chapitre sera réservé a la présentation des résultats obtenus
dans notre etude et de leurs discussions. Le travail est achevé par une conclusion et perspectives de

recherche.
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Chapitre | : Synthese bibliographique

Cette étude vise a valoriser les espéces sahariennes qui poussent spontanément dans la
région de Ghardaia. Le travail a été réalisé au laboratoire de recherche de la faculté des sciences
de la nature et de la vie a l'université de Ghardaia. Dans cette partie expérimentale, nous
présentons deux axes de recherche dont I'extraction des huiles de Peganum harmala et
I'extraction organique par éthanol. La deuxieme partie sera consacrée a I'évaluation de l'activité

antimicrobienne.

1.1. Présentation de la plante Peganum harmala

1.1.1-Description botanique.

Peganum harmala est une plante herbacée vivace, formant de grandes touffes
buissonnantes de couleur vert sombre, pouvant atteindre 50cm de hauteur, avec des tiges tres
ramifiées, et appartient a la famille des Zygophyllaceae. Elle possede un rhizome épais et degage
une forte odeur désagréable. (Chopra et al.,1960; Ozenda, 1977). Elle est souvent d’une
apparence touffue (Preedy et al., 2011).

o Racine est oblongue, dure et garnie de fibres. Elle peut atteindre plus de 3m de profondeur
(Quézel et Santa, 1963). De nouvelles pousses peuvent se développer a partir des racines
latérales (Roché, 1991 ; Parsons et Cuthbertson, 1992).

o Tige est dressée, tres rameuse, qui disparait durant I'niver (Chopra et al., 1960).Elle possede
des entrenceuds assez courts, densément feuillés (Bouziane, 2012). Chez les plantes adultes,
la tige est rigide, droite, ramifiée et glabre (Watson et al.,2011).

o Feuilles sont alternes, charnues d’un vert vif, mesurant de 2 a 5cm de long (Parsons et
Cuthbertson, 1992 ; Roche, 1991). Les feuilles supérieures ne dépassent pas 1,5 mm de
largeur (Bouziane, 2012). Elles ont une odeur trés dissuasive lorsqu’elles sont froissées
(Mahmoudian et al., 2002).

o Fleurs sont actinomorphes, hermaphrodites et dialypétales (Boullard, 1997). La corolle est
formée de 5 pétales elliptiques, oblongs, sub-symétriques et de couleur rose-orangée a
nervures jaunes. Le calice est a cing sépales verts, linéaires, persistants qui dépassent la
corolle. L’androcée porte 10 a 15 étamines, a filet trés élargi dans leur partie inférieure
(Chopra et al., 1960;Quézel et Santa, 1963). Les anthéres sont jaunes de 8mm de longueur.
Le gynécée est de 8 a 9 mm de longueur, a ovaire supére (une fleur hypogyne) et globuleux,
surmonté d’un style cylindrique. Il est composé de trois a quatre loges et de stigmates a trois

carénes (Bouziane, 2012).
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o Fruit est en forme de capsule sphérique et triloculaire, de couleur verte lorsqu’il est mir
(Preedy et al, 2011) et brun orangé a maturité coriace (Parsons et Cuthbertson, 1992). Il est de
6 a 8 mm déprimé au sommet et entouré des sépales persistants avec 3 ou 4 valves s'ouvrant
pour libérer les graines (Ozenda, 1977).

o Graines sont d’une couleur marron foncée, petites, anguleuses, subtriangulaires et ont un
diametre de 3 a 4 mm x 2mm. Elles sont d’une saveur ameére, le tégument externe est réticulé
(Chopra et al, 1960).

PhotoOlas,cpE: Plante de Peganum harmala et ses différentes parties
(photo Originale H,G 2024).

1.1.2-Taxonomie
Selon Ozenda(1991),la classification botanique de Peganum harmala est comme suivante.

Embranchement: Spermatophytes
Sous embranchement : Angiospermes
Classe : Dicotylédones

Sous-classe : Rosidae

Ordre: Sapindales

Famille: Zygophyllaceae

Genre: Peganum

Espéce: Peganum harmala L.

0O 0O O 0O O O O O
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1.1.3-Répartition géographique.

Peganum harmala est une plante largement répandue dans diverses régions et continents,
notamment en Europe australe et austro-orientale, en Asie Mineure, au Tibet, en Iran, au Turkestan,
en Syrie, en Arabie Saoudite, en Egypte et en Afrique du Nord. En Algérie, elle est couramment
présente dans les hauts plateaux ,le Sahara septentrional et méridional ,ainsi que dans les montagnes
du Sahara central. Cette plante prospére dans les terrains sableux ,le long des lits des oueds et méme

a l'intérieur des agglomérations (Maire, 1933; Chopra et al., 1960; Ozenda, 1991).

1.1.4-Nomenclature de Peganum harmala L.

v" Nom latin: Peganum harmala.
v" Nom commun: Rue sauvage ; Rue verte; Pégane (Lamchouri et al.,2000).
% Nom vernaculaire:
e Harmel ; Armel ; L’harmel (L'Afrique du Nord) (Mahmoudian.,et al. 2002).
¢ Pégane et Rue sauvage (en France)(Asgarpanah et Ramezanloo, 2012).
e Harmel Sahari (en Algérie).

1.1.5-Composition chimique.

Parmi les composants de cette plante : des acides aminés (phénylalanine, valine, proline,
thréonine, histidine, acide glutamique), des flavonoides, des coumarines, des bases volatiles, des
tanins, des stérols/ triterpenes. Les alcaloides sont beaucoup plus élevés dans les graines (3 a 4%)
que dans les racines, les tiges (0,36%) et les feuilles (0,52%). Parmi les alcaloides présents
notamment le Harmane, Harmaline, Harmine et Harmalol . En été, pendant la période de maturation
des fruits, lorsque les graines sont récoltées, la teneur en alcaloides augmente fortement.
L'harmaline est une substance nocive qui représente les 2/3 des alcaloides totaux des graines
(Trabsa, 2011).

1.1.6.-Domain d’utilisation

Dans la médecine traditionnelle, le Peganum harmala, est utilisé comme remede pour traiter
diverses affections. Les populations locales du Sahara algérien, par exemple, utilisent les feuilles
séchées de cette plante en fumigation pour soulager les troubles hépatiques et traiter les convulsions
chez les enfants. De plus, il est employé sous forme de pommade pour traiter la fiévre et en friction

pour soulager les rhumatismes (Benbott et al., 2013).
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Les graines de Peganum harmala sont employées pour leurs propriétés narcotiques,
antihelminthiques et antispasmodiques(Siddiqui et al., 1988 ; Bellakhdar,1997) .Chez certaines
populations sahariennes, le Peganum harmala est utilisé pour traiter des affections telles que la
maladie de Parkinson et la nervosité (Leporatti et Ghedira,. 2009 ; Gonzélez et al., 2010)Dans la
médecine chinoise, le Peganum harmala est employé pour ses propriétés antidiarrhéiques,
antipyrétiques, hypoglycémiques et hallucinogenes (Benbott et al., 2013).

Au Maghreb, notamment en Algérie, le Peganum harmala est employé en médecine
traditionnelle pour traiter divers troubles généraux, dont les propriétés antitussives, antalgiques,
antipyrétiques, et hypnotiques sont mises a profit. Il est également utilisé pour traiter des troubles
digestifs tels que la diarrhée et la colite, ainsi que des affections gynécologiques comme la stérilité
féminine, en tant qu'agent emménagogue et abortif (Goel et al., 2009). Cette plante est également
employée pour traiter une variété de maladies, comprenant le diabéte, le rhumatisme, I'hypertension
artérielle, la maladie de Parkinson, d'autres troubles neurologiques, ainsi que les cas
d'empoisonnement par le venin de serpent (Iserin, 2001).

Dans le domaine pharmaceutique, cette plante est polyvalente. Les principes actifs du P.
harmala, tels que I'harmine, la harmaline, le harman et le harmalol (alcaloides), ont des effets sur la
bradycardie, la diminution de la pression artérielle, le débit aortique de pointe et la force contractile
cardiaque et vasodilatatrice (Aarons et al., 1977) et d’autres effets inhibiteurs antigéniques (Hamsa
et Kuttan., 2010).

Les alcaloides présents dans P. harmala ont des effets analgésiques, hallucinogenes,
excitants et antidépresseurs (Moloudizargari et al., 2013). De méme les alcaloides contenus dans les
graines ont un effet antiparasitaires (Akhtar et al.,2000; Astulla et al., 2008) et antifongiques,
antibactériennes (Saadabi, 2006 ; Nenaah, 2010).Les alcaloides béta-carbolines présents dans le P.
harmala ont démontré des effets anticancéreux, engendrent une cytotoxicité sur des lignées
cellulaires tumorales (Chen et al., 2005). Les p Carbolines de P. harmala ont des effets immuno-
modulateurs (Wang et al., 1996 ; Farzin et Mansouri, 2006).

1.1.7-Toxicité.

La concentration élevée en alcaloides de type B carbolines rend cette plante extrémement
toxique. Leur présence peut entrainer divers problémes d'empoisonnement chez les humains et les
animaux, notamment une hypothermie persistante, des troubles respiratoires et une hypersalivation

(Mahmoudian et al.,2002). La toxicité peut exprimer ainsi par un conscience est décroisse avec un

paralysie(Rachide,2009). Des lésions hépatiques et I’insuffisance rénale (Berdai2014; Sallal et
al., 2013).
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1.2. Souches microbiennes testées.
1.2.1. Classe entérobactéries.
1.2.1.1.-Escherichia coli.

Escherichia coli, également connue sous le nom d'E. coli, est une bactérie en forme de
bacille qui se colore en Gram négatif, mobile et aérobie, appartenant a la famille des
Entérobactéries. Cette bactérie posséde une caractéristique unique : elle est a la fois un micro-
organisme commensal de la flore intestinale, présent chez tous les individus & des concentrations de
10° & 10° unités formant colonies (UFC) par gramme de selles, et le premier agent pathogéne
responsable des infections communautaires. Elle est bénéfique car elle favorise la production de
certaines vitamines et décompose certains aliments qui seraient autrement difficilement digérés.
Cependant, certaines souches peuvent étre pathogenes et provoquer des gastroentérites, des
infections urinaires, des méningites ou des septicémies. Les souches non pathogenes constituent la
majorité de la flore bactérienne intestinale de leur héte (Zeyons, 2008).

1.2.1.1.1- Classification

TableauO1.Classificationtaxonomiqued'EscherichiacoliselonleBergey'manual
(Achisarah, 2018).

Regne Bacteria
Embranchement Proteobacteria

Classe Gamma Proteobacteria
Ordre Enterobacteriales
Famille Enterobacteriaceae
Genre Escherichia

Espéce Escherichia coli(E. coli)

1.2.1.2.-Klebsiella pneumonia.

Klebsiella pneumonia est un pathogene opportuniste fréguemment associé a des infections
séveres, notamment des infections urinaires (1U), des pneumonies et des bactériémies (Berrazeg, et
al., 2013). Il est responsable de plus de 10% des infections nosocomiales, (Hennequin, et al.,
2007).en particulier dans les unités de soins intensifs (USI) (Hennequin et al., 2007; Boukadida et
al., 2002).

Les Klebsiella sont largement répandues dans la nature, se retrouvant dans I'eau, le sol, les
veégetaux, ainsi que dans la flore fecale des animaux. Elles colonisent également la peau, les
muqueuses et principalement les voies respiratoires supérieures de I'homme, ce qui peut entrainer
des pneumonies mortelles. C'est pourquoi elles ont été désignées par Friedlander comme les
"pneumobacilles” (Leon Le Minor et al., 1989).

Les bactéries de I'espece Klebsiella pneumoniae sont des bacilles a Gram négatif, immobiles,
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généralement en diplobacilles, souvent encapsulées, non sporulées et anaérobies facultatives (El
Fertas-Aissani, el al., 2012).

1.2.1.2.1- Classification.

Tableau02.Classification taxonomique de klebsiella pneumonia,(Georgeetal.,2004)

Régne Bacteria
Embranchement Proteobactéria

Classe Gamma Proteobactéria
Ordre Enterobacteriales
Famille Enterobacteriaceae
Genre Klebsiella

Espéce Klebsiella pneumonia

1.2.1.3.-Pseudomonas aeruginosa.

Les espéces P. aeruginosa sont des bacilles @ Gram négatif, ces bactéries fines sont de
1,5 a 3um de long et 0,5 a 0,8 um de large. Elles sont mobiles grace a une ciliature de type polaire
mono triche, ce type de bactéries posséde un aspect de vol moucheron. P. aeruginosa ne forme ni
des spores ni sphéroplastes. Elles sont responsables del0% de 1’ensemble des infections
nosocomiales, occupant le 3™ range aprés E. coli et S. aureus, mais le 1ér rang pour les infections

pulmonaires basses et le 3¢me rang pour les infections urinaires (Richard et Kiredjian, 1995).

1.2.1.3.1.- Classification.

Régne Bacteria
Embranchement Prokaryota

Division Proteobacteria

Classe Gamma proteobacteria
Ordre Pseudomonadales
Famille Pseudomonadaceae
Genre Pseudomonas

Espeéece Pseudomonas aeruginosa

Pagel0
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1.2.2. Classe des Entérocoques.
1.2.2.1.-Staphylococcus aureus.

Staphylococcus aureus est une cocci @ Gram positif mesurant généralement entre 0,5 et 1um
de diametre, non sporulé, présent de maniere ubiquitaire dans divers milieux naturels tels que l'air,
la poussiére, le sol, I'eau, les égouts et les vétements. Il se retrouve également chez les animaux et
les humains.(Clave, 2013). Ce sont des coques immobiles, de 0,5 a 1,5 um de diamétre, il
généralement est isolé ou groupé en diplocoques, le plus souvent en amas (en grappe de raisin)
(Lowy, 1998 ; Le Loir et al., 2003 ;Yves et Michel, 2009 ; Landgraf et Destro, 2013). La présence
de S. aureus dans les aliments pose un risque pour la santé humaine, car certaines souches peuvent
produire des entérotoxines, dont I'ingestion entraine une intoxication. Les entérotoxines agissent sur
les nerfs de I'appareil digestif qui stimulent le centre des vomissements ; douleurs abdominales ;
diarrhée ; crampes (Green, 2012).

1.2.2.1.1- Classification.

Tableau04.Classification taxonomique de Staphylococcus aureus (Schleiferetbell ,2009)

Domaine Bacteria
Embranchement Eubacteria

Phylum Firmicutes

Classe Bacilli

Ordre Bacillales

Famille Staphylococcaceae
Genre Staphylococcus
Espece Staphylococcus aureus

1.2.2.2.-Entérococcus Faecalis.

Enterococcus faecalis est une cocci a Gram-positif, anaérobie facultatif, non sporulant (Jain
et al., 2016). Les entérocoques, considérées comme des agents pathogénes opportunistes, sont des
habitants naturels de la cavité buccale, de la microflore intestinale et des voies génitales féminines,
tant chez I'nomme et I'animal (Mohamed et Huang, 2007). Enterococcus faecalis est la souche
d'entérocoque la plus répandue et elle est responsable jusqu’a 80 a 90% des infections a
entérocoque humain (Jett et al., 1994).

Enterococcus faecalis est actuellement considérée comme 1’une des causes majeures
d'infections nosocomiales (Muller et al., 2008). Dans la cavité buccale, il est responsable de

plusieurs pathologies, notamment les caries dentaires, les abcés dentaires, les infections
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Parodontales , les parodontites apicales et les infections endodontiques persistantes ainsi est ’agent

Etiologique responsable des complications graves (Benbelaid et al., 2014)

1.2.2.2.1.-Classification.

Tableau 05.Classification systématique d'Enterococcus faecalis (Delarras et al.,2010)

Régne Bacteria
Embranchement Firmicutes

Classe Bacilli

Ordre Lactobacillales
Famille Enterococcaceae
Genre Enterococcus

Espece Enterococcus faecalis

1.2.3. Classe de levure.
1.2.3.1. Candida albicans.

Candida albicans est une levure non capsulée, non pigmentée, et aérobie. Cette levure
diploide, dont le matériel génétique se répartit en huit chromosomes (Chu et al., 1993), se reproduit
de fagon asexuée par bourgeonnements multilatéraux d’une cellule mere (le blastopore), formant
ainsi des colonies blanches crémeuses, Concernant 1’aspect morphologique, cette levure peut
mesurer de 3 a 15 um, et est caractérisée par un polymorphisme (Graser et al., 1996). Elle est la
principale espece d’intérét médicale, au moins 60% des isolements de levures en pratique medicale
(Bouchara et al., 2010). Candida albicans est une levure cosmopolite, commensale des muqueuses
oropharyngées, gastro-intestinales et génito-urinaires, elle peut occasionnellement coloniser la peau
(Gloor, 2009).
1.2.3.1.1.- Classification.

Tableau 06.Classification de champignon Candida albicans (Kirk et al.,2008).

Régne Fungi
Embranchement Ascomycota

Classe Saccharomycetes
Ordre Saccharomycetales
Famille Saccharomycetaceae
Genre Candida

Espece Candida albicans
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1.3. Activité antimicrobienne.

Les évolutions de la chimie ont facilité le développement de nouveaux agents
antimicrobiens. Ceux-ci sont désignés comme des composés utilisés pour éliminer les micro-
organismes ou inhiber leur croissance, ce qui englobe les antibiotiques ainsi que d'autres substances

antimicrobiennes et antifongiques (Rozman et Jersek, 2009)

Néanmoins, avec la préoccupation croissante des consommateurs pour des aliments exempts
d'additifs chimiques, la quéte d'additifs naturels, notamment d'origine végétale, s'est intensifiée ces
derniéres années. Par conséquent, l'adoption de produits naturels dotés de propriétés
antimicrobiennes s'avére essentielle (Rozman et Jersek, 2009).La propriété antibactérienne et
antifongique de I'extrait de graines de Peganum harmala est principalement attribuée a I'harmaline
(Jinous et Fereshteh, 2012).

1.3.1.Définition d’antibiotiques.

Les antibiotiques sont essentiellement des substances microbiennes ou leurs dérivés qui sont
capables de tuer ou d'arréter la croissance des micro-organismes sensibles. Leur action est ciblée
spéecifiquement sur ces micro-organismes. Ceux qui arrétent la croissance bactérienne sont appelés
"bactériostatiques"”, tandis que ceux qui tuent les bactéries sont qualifiés de "bactéricides". Ils ne

sont généralement pas toxiques pour les cellules eucaryotes (Toure, 2015).

1.3.2. Les types d’antibiotiques.

Il existe des antibiotiques d’origine naturelle et autre d’origine synthétique.

1.3.2.1. Antibiotiques d’origine synthétique.

Les antibiotiques synthétiques sont fabriqués soit a partir de dérivés totalement artificiels,
soit en recréant des substances initialement extraites de microorganismes (Toure, 2015).
Les principales familles sont: Bétalactamines (pénicilline); Aminosides (streptomycine) (Boudjouref ,
2011).
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1.3.2.2. Antibiotiques d’origine naturelle.

Les huiles essentielles ainsi que les polyphénols, notamment les flavonoides et les tannins,

sont connus pour leur capacité a étre toxiques pour les micro-organismes. Leur mécanisme de

toxicité peut impliquer l'inhibition des enzymes hydrolytiques telles que les protéases et les

carbohydrolases, ainsi que d'autres interactions visant a désactiver les adhésines microbiennes, les

protéines de transport et la membrane cellulaire (Billerbeck, 2007 ; Harrar, 2012).

1.3.3. Mode d'action des antibiotiques.

En général, les antibiotiques ont tendance a agir soit comme bactéricides (ils tuent les

bactéries) les béta-lactamines, les aminosides, les polypeptides, soit comme bactériostatiques (ils

inhibent la croissance bactérienne et détruisent les bactéries) essentiellement tétracyclines,

phénicols, macrolides (Chetley, 2000).

Selon Moulin et Coquerel (2002),on distingue cing grands mécanismes d’actions des

Antibiotiques antibactériens qui sont:

e Action par inhibition compétitive ;

e Action sur la synthése du peptidoglycane;
e Action sur la synthese des protéines

e Action sur la membrane cytoplasmique ;

e Action sur I’ADN.

1.3.4. Métabolites secondaires des plantes contre les bacteéries.

Les extraits de plantes présentent plusieurs modes d’action contre les différentes souches

bactériennes, et ils sont efficaces contre un large spectre de microorganismes, qu'ils soient

pathogénes ou non. En général, leur action se deroule en trois phases distinctes (Dorman, 2000) :

v

Attaque de la paroi bactérienne par I’extrait végétal, provoquant une augmentation de la
perméabilité puis la perte des constituants cellulaires.

Acidification de I’intérieur de la cellule, bloquant la production de I’énergie cellulaire et la
synthése des composants de structure.

Destruction du matériel génétique , conduisant a la mort de la bactérie.
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1.3.5. Notion de la résistance bactérienne.

Un micro-organisme est considéré comme résistant lorsqu'il présente une concentration
minimale inhibitrice supérieure a celle qui inhibe le développement de la plupart des autres souches

de la méme espéce (Carl, 2009). On distingue deux types de résistance bactérienne.

1.3.5.1.-Résistance naturelle.

La résistance naturelle, ou intrinséque, est une caractéristique de I'espece qui affecte toutes
les souches. Elle est stable, transmise a la descendance mais rarement transmissible de maniere
horizontale. Elle est programmée dans le génome bactérien. Les bactéries naturellement sensibles

définissent le "spectre d'activité" de I'antibiotique (Messai, 2006.)

1.3.5.2.-Résistance acquise.

La résistance acquise est une caractéristique qui ne concerne que quelques souches d'une
espece donnée. Elle est moins stable, mais elle se propage souvent de maniere significative dans le
monde bactérien, grace a l'acquisition de nouveaux génes capables de rendre la bactérie in sensible
a un antibiotique ou a un groupe d'antibiotiques. Ces nouveaux genes peuvent étre obtenus soit par
mutation au niveau du chromosome, soit par transfert d'/ADN via des plasmides conjugués ou des

transposons (Yala et al., 2001).
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Chapitre I11: Matériel & Méthodes

2.1. Matériel végetal.
Les graines de Peganum harmala utilisées sont récoltées a partir des plantes
échantillonnées dans leurs biotopes d’existence naturelle a 1’état mature dans Oued Metlili la

région de Ghardaia Sahara septentrional Algérien durant le mois de février 2024.

2.2.-Partie expérimentale.
La partie expérimentale consiste a I’extraction des de deux extraits de P. harmala et

I’évaluation de I’activité antimicrobiennes au niveau de poste microbiologie dans laboratoire

d’analyse Médicale Dr. LAROUI Youcef a Metlili, wilaya de Ghardaia.

2.2.1.-Préparation des extraits végétaux.

Les graines de P. harmala récoltées sur des fruits mdrs sont soigneusement lavées par
I’eau distillé pour éliminer toutes poussiéres et séchées dans une étuve a 35°C pendant 24
heures. Apres séchage, les graines sont broyées a I'aide d'un broyeur de type moulin, la poudre

fine récupérée est conservée dans un bocal en verre hermétiqguement fermés et étiquetés.

2.2.2.-Extraction d’huile fixe.

C'est une méthode classique mais efficace pour obtenir des rendements optimaux. Elle
implique I'extraction des graisses végétales a I'aide d'un solvant organique non polaire tel que
I'éther de pétrole ou le n-hexane), de maniére continue (Genthon, 2015).Cependant I'hexane

est le plus utilisé comme un solvant organique (Boukeloua et al., 2012 ).

L’huile fixe a partir de graines de Peganum harmala a été mise en ceuvre en utilisant
I’extracteur de Soxhlet. 50 grammes de graines broyées ont été placés dans une cartouche
exposée a 300 mL d'hexane comme solvant d'extraction, a une température d'évaporation de
45°C. Apres environ 8 cycles d'extraction pendant quelques heures, la cartouche a été retiree
et le solvant chargé d'extrait a été récupéré pour étre concentré sous vide a l'aide d'un
évaporateur rotatif. L'huile ainsi obtenu a été conservé au réfrigérateur jusqu'a son utilisation.
(Akpan et Jimoh, 2006 ; Garba, 2006).
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Photo02: Dispositif de montage d’extraction d’huile fixe par Soxhlet (Photooriginal, G,H2024)

2.2.3.-Rendement d’huile fixe.
Le rendement d’huile fixe a été déterminé par la formule suivante : (Akpan et Jimoh, 2006
:Garba, 2006). { Mhf J

Rdt % =— x100
Mvg

e R%: Rendement en huile fixe.
e Mhf: masse d’Huile fixe obtenus aprés évaporation en gramme

e Mvg: masse de Matiére végétal(les graines broyées) en gramme
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Graines de Peganum harmala

Triage, lavage et séchage des
graines

Broyage des graines
en poudre fine

Extraction d’huile fixe par
soxhlet. 50g de poudre végétale
dans 300mL d’hexane pendant
quelques heures a température

45°C

Evaporation aurota-
vapeur 40°C

L’huile fixe obtenue

Calcule de rendement Activité antimicrobienne
d’huile fixe est réalisée vis-a-vis des
especes microbiennes.

Figure01:Organigramme du protocole expérimental de I’extraction d’huile fixe par
soxhlet
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2.2.4. Extraction d’extrait méthanolique.

La méthode d’extraction que a ¢été adoptée est la macération dans les solvants
organiques méthanol (Brzozowska et al., 1973). La macération est une technique d'extraction
solide-liquide ou une substance (comme de la matiere végétale) est immergée dans un solvant,
a froid ou a chaud, afin d'extraire les composants solides ou liquides présents dans la matiere

naturelle en les dissolvant dans ce solvant a température ambiante. (Bellebcir, 2008).

L’extrait méthanolique a été effectuée selon le protocole d’extraction par macération
décrit par (Benbott et al., 2013). Une prise d’essai de 50g de poudre des gaines de Peganum
harmala a été mise a macérer dans 300 mL de méthanol absolu sous agitation continue
pendant 24h a température ambiante et a I’obscurité, le mélange a ensuite été filtré 2 fois sur
papier Whatman a I’aide d’un entonnoir Les filtrats ainsi obtenus (le Solvant) ont été évaporé
par un évaporateur rotatif a une température de 45°C pour obtenir I’extrait brut .L’extrait brut
est par la suite séché dans I’étuve a 35°C pendant 48h puis gratté et conservé dans des flacons

opaques au réfrigérateur a 4°C jusqu’a son utilisation (Benbott et al., 2013).

2.2.5.-Rendement d’extrait méthanolique.

Le rendement de la plante en extraits est le rapport entre le poids de I'extrait et le poids de
la plante a traiter (Benbott et al , 2013). Le rendement qui est exprimé en pourcentage a été

calculé par la formule suivante:

Rdt %= Mebx100
Mvg

e Rdt: rendement (en%).
e Meb: masse de I’extrait brut obtenu (g) .

e Mvg: masse végetale traité.(g).
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50g poudre des graines

végétales
—_—————
: Addition de 300mL du méthanol |
N, o _/J
Macération 24h a une
température ambiante a
I’abri de la lumiére
- - - - - ---""""""""-""""—"""="—"""= Y

Filtrat
T T T _ ___________
| Evaporationaurotavapeur45°C |
| J
Séchage dans 1’étuve pendant
48 ha 35°C
o - - - - - 1
: Extrait méthanolique |
e )
Calcul du rendement Activité antimicrobienne
d’extrait méthanolique est réalisee vis-a-vis des

especes microbiennes .

Figure02:Organigramme du protocole expérimental de I’extraction de I’extrait brut par

Macération.
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2.2.6.-Préparation des lots expérimentaux.

Pour mener a bien notre étude sur I'efficacité antibactérienne de I'huile de Peganum
harmala, il est nécessaire de diluer I'huile pour obtenir différentes concentrations. Trois lots

d'huile fixe des graines de P. harmala ont été préparés de la maniére suivante :

» 100 % (I’huile pure).

» 50 % (huile diluée dans le DMSO 500ul de I’huile dans1000ul le Dimethylsulfoxide
(DMSO).

» Témoin positive (Antibiotiques spécifiques) et un témoin négatif (DMSO).

Pour les lots expérimentaux préparés a partir de I'extrait organique obtenu par
macération, sept concentrations de I'extrait méthanolique ont été préparées comme suit
5mg/mL, 10mg/mL, 20mg/mL, 30mg/mL, 40mg/mL, 50mg/mL, 100 mg/mL.Témoin positive
(des antibiotiques specifiques) et Témoin négative Dimethylsulfoxide (DMSO). Les

différentes concentrations de 1’extrait brut sont diluées dans le DMSO.

Photo03:Concentrations de I’extrait brut et I’huile des graines de P. harmala avec le témoin +

(Original. H et G 2024)
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2.2.7. Evaluation d’activité antimicrobienne.

L’activité antimicrobienne d’huile fixe et I’extrait de P. harmala a été évaluée contre six
souches de reférence de la collection internationale (American Type Culture Collection ;
ATCC) obtenues aupreés de laboratoire de microbiologie, département de biologie, université

Ghardaia, sont mentionnés dans le tableau suivant.

Tableau 07. Différents souches testés pour 1’évaluation de I’activité antimicrobienne.

Souches testés Gram ATCC
Staphylococcus aureus Cocci + ATCC 2943
Enterococcus feacalis Cocci + ATCC 23219
Escherichia coli Bacille - ATCC 3548
Pseudomonas aeruginosa Bacille - ATCC 27853
Klebsiella pneumonie Bacille - ATCC 700603
Candida albicans / ATCC 10231

Photo04: Quelques especes microbiennes utilises pendant le test. (Original. G et H 2024)
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Plusieurs méthodes sont employées pour 1’évaluation du pouvoir antimicrobienne
d’extraits de plantes, parmi elles :
2.2. 7.1. Méthode par diffusion sur gélose en puits.

Le principe de cette méthode est analogue a celui de la méthode des disques : il consiste
a réaliser des puits dans la gélose de 2.5 mm de profondeur , qui sont ensuite remplis d'extraits
ou dantibiotiques a tester. (Carbonnelle, 1988; Collins., Lync, 1976 ; Vandepitte, et al.,
1994). Cette méthode est choisie en raison de sa fiabilité et sa simplicité. Elle permet de
fournir des résultats préliminaires sur la sensibilité des souches en mesurant diamétres des
zones d’inhibition autour des puits (Bouamara et Haddad, 2016).

> Repiquage des souches.

Les souches microbiennes ont été réactivées pour obtenir des cultures jeunes en phase
de croissance exponentielle. Les cultures ont été transférées sur de la gélose Muller-Hinton et
incubées a une température de 37°C pendant 18 a 24h.

> Préparation des suspensions.

A partir d'une culture pure des bactéries sur milieu standard (Gélose Mueller-Hinton)
ayant au maximum 24h et racler a l'aide d'une pipette pasteur scellée de 4 a quelques
colonies bien isolées et parfaitement identiques. Ensuite, décharge la pipette pasteur dans
des tubes contenant 10 mL d'eau physiologique stérile a 0,9% Nacl et homogénéise la
suspension bactérienne a I’aide d’un vortex ; son turbidité doit étre équivalente a 0,5 Mc
Farland qui correspond a 108 UFC/mL (Tyagi et Malik, 2011) Pour les bactéries, ’inoculum

est ajusté a 108 cellules/mL (une DO de 0,08 a 0,1) par lecture de la densité optique a une

longueur d’onde de 625 nm pour les levures et 600 nm pour les bactéries (Photo 05) .

Photo05: Préparation des suspensions microbiennes (photos original G, H 2024)
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» Préparation des boites.

Les boites de pétrie ont été étiquetée selon les lots expérimentaux, le milieu de culture a
été fluidifiee sachant que le milieu Muller Hinton (MH) pour les bactéries et milieu
Sabouraud pour les levures au bain-marie a 50°C. Aprés 1’ajustement de la turbidité de la
suspension servant d’inoculum, Ont a été consiste a coulée (ensemencement en masse)volume
50uL de suspension géne de 24h d’incubation de nombre 108 UFC/mL avec 20mL MH et
Sabouraud molle sur une boite de pétri avec une mouvement Iégere pour assurée la surfusion
de suspension dans milieu , Apres solidification a température ambiante dans une zone stérile
des puits sont creusé a 1’aide de la partie supérieure d’une pipette Pasteur dans chaque boite
semi ouverte, Généralement ont réalisé 3 puits par boite de 9mm de diametre.

Nous avons testée 12 boites pour I’huile fixe de graines, six boites pour I’huile pure et
six boites pour I’huile diluée. Alors que pour I’extrait brut de graines, on a testée deux
concentrations dans chaque boite pour chaque souche, et six boites pour le témoin (témoin
positive avec le témoin négative dans une méme boite) de chaque suspension. Chacun des
puits est rempli avec un volume de 5ul de gélose molle pour éviter la diffusion des extraits
sous MH et Sabouraud.

Aprés 15 min (durant lesquelles la gélose molle séche), un volume de 50ul de I’'HFG et
de ’EBG est mis dans les puits. Les essais sont réalisés en triplicata pour ’EBG et pour
I’HFG dans les mémes conditions expérimentales.

En paralléle, les boites de témoin contiennent des puits pour le témoin négatif (DMSO) et
ont déposée des disques des antibiotiques comme des témoins positif en triplicata. Les boites
de pétrie sont placées a une température de 4°C pendant une durée de 2h afin de permettre la
diffusion de I’EBG et ’HFG dans le milieu. Les boites sont fermées par le para film pour
éviter toute contamination Ensuite elles sont incubées a une température de 37°C pendant une
période de 24 a 48h.

NB : La manipulation de 1’activité antimicrobienne se faite en milieu aseptiquement stérile

(becs benzéne).
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Photo06: Protocole d’activités antimicrobiennes (photos original H,G 2024)
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» LaLecture
L'effet inhibiteur se manifeste par la formation d’une auréole autour du puits. La lecture
se fait par la mesure de diamétre de zone d'inhibition a 1’aide d’un pied a coulisse (y compris
le diamétre de puits). (Baser et Buchbauer, 2010)Aprés mesure de la zone d’inhibition, les

souches étudiées sont classées selon le tableau suivant :

Tableau 08. Degreé de sensibilité des souches microbiennes selon le diameétre de
La zone d’inhibition. (Ponce et al.,2003).

Echelle de sensibilité des souches Diameétre de la zone d’inhibition(mm)
Non sensible / résistante (-) D<8mm

Sensible (+) 9<D<14mm

Tres sensible (++) 15<D <19 mm

Extrémement sensible (+++) D>20mm

Les bactéries montrant une sensibilité aux extraits sont sélectionnées pour determiner

la concentration minimale inhibitrice (CMI) (Derwich et al., 2010).

2.2.7.2. Méthode de dilution en milieu solide (CMI)

En régle générale, la concentration minimale inhibitrice (CMI) est définie comme
étant la plus faible concentration de substance antimicrobienne capable d’inhiber la croissance
visible d’un microorganisme donné aprés un temps d’incubation de 24 h (Ganiére et al.,
2004). Cette méthode permet la determination de la CMI a partir d'une gamme de
concentrations de la substance antimicrobienne en milieu solide (préparation série de
concentration diluée en DMSO 5mg/mL, 10mg/mL, 20mg/mL, 30mg/mL, 40 mg/mL,
50mg/mL, 60mg/mL.

Pour 1mL de chaque dilution de concentration est ajouté a 19 mL des milieux gelose
Muller-Hinton molle dans un tube a essai, Le mélange (différentes dilution de 1’extrait brut
+ gélose Muller-Hinton) est immediatement agité pour I'homogénéisation et coulée dans des
boites de Pétri sont divisé sachant que les boites contient a Gram (+) et a Gram (-) et laissé a
refroidir. Des spots de 2 uL. d’un inoculum sont ensemencée dans un chaque partie des boites
Pétri qui contiennent les différentes concentrations. Tous les essais sont realises deux fois

pour chaque suspension. Les boites sont incubées a 1’étuve pendant 24 h a 37°C (CLSI, 1999).
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e Lecture des resultats.
Par ailleurs, la Concentration minimale bactéricide (CMB) représente la plus faible
concentration d’extrait inhibant toute croissance visible a 1'ceil nu aprés 5jours d'incubation a
37°C (Mayachiew et Devahastin, 2008).
Le rapport de CMB/CMI permet de caractériser I’activité d’un antibiotique si CMB/CMI <2
Antibiotique est bactéricide. Alors qu’il CMB/CMI est de 4 a 16, 1’Antibiotique est

bactériostatique ( Demoré et al., 2018).
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Chapitre I11- Résultats & Discussions

L’étude d’évaluation de pouvoir antimicrobien d’huile végétale et d’extrait brut des graines de P.
harmala a été réalisée vis-a-vis des espéces bactériens de Gram (+) et Gram (-) référencés selon
ATCC. Notre travail est réalise au niveau de laboratoire médical de Dr Laroui en poste de
microbiologie pendant un mois et plus. Tandis que les processus d’extraction de deux extraits de
graines de la plante étaient faits au niveau de laboratoire de biotechnologie de la faculté SNV de
I’université de Ghardaia. Les résultats obtenus pour ce contexte sont représentés et discutées dans ce

chapitre.

3.1. Rendements d’extraction.
» Huile fixe des graines de Peganum harmala.

L’extraction d’huile des graines de Peganum harmala a été réalisée par méthode soxhlet en
utilisant 1’hexane comme solvant. Le rendement correspond au pourcentage du poids d’huile
d’extrait par-rapport au poids de la matic¢re séche de graines utilisées pour I’extraction. Les résultats

de rendement ainsi les caractéristiques organoleptiques sont représentées dans tableau 01.

Le résultat de rendement d’huile fixe des graines de Peganum harmala est d’ordre de 9,78 %
reste proportionnellement différent en comparaison avec le résultat obtenu par Ait-Oaudia en
(2023), de la méme espéce utilisée et collectée en méme région (Oued Metlili), il est d’ordre de
5,48%. En paralléle avec une autre étude menée par Benadda & Boufoura en (2017), ils ont
mentionnés les valeurs de rendement de I’extrait P. harmala réalisé par la méthode soxhlet est
d’ordre de 2.2% bien qu’il est de 5.08% pour I’extrait tiré par macération. Alors qu’il est de 10%
pour I’extraction d’huile lourde des graines de Peganum harmala récoltés dans la région d’Agadir

au Maroc réalisé par Idrissi Hassani & El hadek en (1999).

Ces résultats montrent une variabilité remarquable pour les valeurs de rendement d’huile de
P .harmala. Cela, il est probablement lié aux conditions écologiques de I’espece elle-méme dont les
variations des facteurs abiotiques soit climatique et/ou édaphique (sol), stade de développement de
I’espece, la tolérance en sécheresse, structure et la texture de sol. Ces facteurs jouent un réle tres
important dans la répartition de 1’espéce (aire géographique) bien qu’ils agissent directement ou

indirectement sur le mécanisme cellulaire de la plante qui conditionne la variabilité des teneurs en
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termes métabolites secondaires. Proprement dit par I’étude de Ait Oaudia en (2023), que les
variations du rendement d’extraction en huile végétale appartenant a la méme espéce végétale
peuvent s'expliquer par la différence de biotope (conditions environnementales) qui influent sur le
dégrée de la maturation des fruits ainsi que les protocoles adoptées pour I’extraction soit la taille des

particules broyee, le solvant utilise.
» Extrait brut de graines de Peganum harmala (EBG).

L’extrait brut des graines de P. harmala est préparé selon la méthode de macération dans le
méthanol (80%). Une fois que toute trace de solvant a été extraite et éliminée, le rendement calculé
en fonction du poids de la poudre les résultats sont présentés dans le tableau 09 suivant.

Les résultats obtenus montrent que le rendement de 1’extrait méthanoique est d’ordre 6,36% ce
résultat est inferieur a celle reporté par Ben Adda & Boufoura en (2017) sur la méme espéce, un
rendement a été trouvé 12,08%. Dans une autre étude réalisée par Rezzagai en (2012) a noté que la

valeur de rendement est 20 ,18%.

Il est tres important de souligner que ces variations de teneur peuvent réduises a plusieurs
facteurs tels que le degré de maturation de graine de Peganum harmala, I’interaction avec

I’environnement (type de climat; sol...) ainsi que le moment de la récolte et la méthode d’extraction

(Laib, 2012).

Su et ses al., (2006), motionnent que les valeurs de rendement tiré par différentes méthode
d’extraction dépend de plusieurs facteurs a savoir le temps de macération, la temperature, le solvant
utilisé et la nature chimique de 1’échantillon.

Toute fois, il est difficile de comparer les résultats du rendement avec ceux du littérateur
Mohammed en (2006) in Baba Ouyoub en (2017) car le rendement n’est que relatif et semble étre
lié & I’origine géographique telle que les conditions et la duré de la récolte ainsi que les conditions

de stockage et les méthodes d’extraction appliquées (Souad, 2016).

Tableau 09. Rendement et les propriétés organoleptiques des extraits de P. harmala

- Extrait Aspect Couleur Odeur Rendement(%o)
©

% Huile fixe Liquide Marron Aromatique 9.78

e

a Extrait brut visgqueux Marron Aromatique 6.36
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3.2. Evaluation de ’activité antimicrobienne.

L’¢évaluation de D’activité¢ antibactérienne est faite par deux méthodes, une qualitative
(diffusion sur milieu gélosé) est basée sur la mesure du diametre de la zone d’inhibition et 1’autre
quantitative (micro-dilution) permet la détermination de la CMI (concentration minimale

inhibitrice).

3.2.1. Evaluation quantitative d’activité antimicrobienne.

Les résultats obtenus sont exprimés par la mesure de diamétre des zones d’inhibitions
exercés par les différentes concentrations du 1’huile et I’extraits bruts et les antibiotiques standards

specifiques utilisés.

3.2.1.1. Activité antimicrobienne d’huile fixe de Peganum harmala L.

L’¢évaluation d’activité antimicrobienne de I’huile fixe de Peganum harmala a effectué via
I’estimation de la zone d’inhibition, vis-a-vis les cinq especes bactériennes référencées ATCC
soient E. coli, K. pneumonie, P. aeruginosa, S. aureus et E. feacalis ainsi une espece fongique soit
Candida albicans, en comparaison avec les témoins négatif (DMSQO) et les témoins positif sont des
antibiotiques spécifiques et sélectifs pour chaque espéce bactérienne (Cotrimoxazole SXT 25ug),
Imipenéme IPM (10ug), Tobramycine Tob (10ug) et le Vancomycine VAN (30ug). Les résultats
obtenus sont représentées dans le tableau ci-dessous (Tab10).

Tableaul0. Diametres des zones d'inhibition (mm) pour les différentes concentrations d'huile.

Lots Témoin(-) Témoin(+)
Espeéces testées ATCC 100% 50% DMSO égéﬁ;?é:?elie
Efgt}‘g}?g&?" Oomm 0 mm 0 mm 19.67+0.58
R oom __omm  omm -7
PSEUdX?%’?SZ %ggginosa omm 0 mm Omm 17.67+0.58
Stapfg’\[l(_)é%c;‘éz gureus omm 0 mm 0 mm 24.50+0.50
Entic%cgécgg ;iz;calis omm 0 mm 0 mm 23.67+0.58
e om _om__om ___w

*Antibiotiques spécifiques: Cotrimoxazole SXT pour E. coli, Tobramycine Tob pour P. aeruginosa , Vancomycine
VAN pour S. aureus , Imipeneme IPM pour K. pneumonie et E. feacalis. Nd : non déterminer a Candida albicans.
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Suite a nos résultats mentionnées, ils montrent que 1’huile fixe de P. harmala pour les lots de
100% et 50% aucun effet inhibition observé vis-a-vis toutes les souches examinées. Pour les lots de
témoin positif dont les antibiotiques sélectifs pour chaque bactéries testée, soit le Cotimoxazole
(SXT) exerce un effet inhibiteur ou le diamétre de la zone est d’ordre 19.67+0.58mm pour la souche
E. coli, suivie par le Tobromycine (TOB) montre une zone d’inhibition de 17.67+0.58mm pour
I’espéce de P. aeruginosa. Bien qu’il exerce un effet inhibitrice remarquable pour I’antibiotique
Vancomycine vis-a-vis la souche S. aureus, il de24.5+0.50mm de zone d’inhibition. Pour les deux
souches soient de K. pneumonie et Enterococcus feacalis le diamétre des zones d’inhibition est
majoritairement important, il est de 33£1.00mm et 23.67£0.58mm successivement vis-a-vis de
I’Imipenéme comparativement avec les lots de témoin négatif aucun zone d’inhibition n’été

constatée.

D’aprés résultats obtenus, les lots brut et dilué de Peganum harmala ont été comparé avec
ceux de Kahil & Rouabah en (2019), ils ont testé le pouvoir antibactérien de 1’huile fixe de
Peganum harmala sur trois souches pathogénes notamment E. coli, P. aeruginosa et S. aureus. Ils
ont montrés que les diamétres d’inhibition sont de 12.25mm et 14.5mmet de 00mm pour les souches
de E. coli, P. aeruginosa et S. aureus respectivement ou la souche de S. aureus était le plus
résistante. En paralléle, une étude réalis¢é par Benadda & Boufoura en (2018) sur ’activité
antifongique de 1’étude fixe de Peganum harmala vis-a-vis de fusarum oxysporum ,une meilleure
activité inhibitrice a été remarquée par 'HFG avec un diametre d’inhibition trés élevé atteint
jusqu’a 20mm.

Selon Klervien (2005 in Herouini et al., 2015), a montré que I’efficacité d’un extrait est
Influencée par sa concentration, la méthode d’extraction la plante et la partie utilisée (Fazeli, 2007).

Les différences observées peuvent étre attribuées a divers facteurs tels que les facteurs
inhérents (la variété, les conditions ambiantes, les facteurs écologiques, les variations saisonnieres,
les techniques d’extractions (Moreira et al., 2005). La préparation de 1’extrait solvant utilisé, la
sensibilité des bactéries (Loziene et al., 2007 in Herouini et al., 2015) et enfin I’organe de la plante
utilisé (Natarajam et al., 2005 in Herouini et al., 2015 ).

Biyiti et al. en (2004) un extrait est considéré comme actif, s’il induit une zone d’inhibition

Supérieur ou égale a 10 mm (Annexe 04).
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3.2.1.2. Activité antimicrobienne d’extrait brut de Peganum harmala.

Activité antimicrobienne d’extrait brut de Peganum harmala a été mise en évidence par
I’apparition d’une zone d’inhibition autour des puits les résultats obtenus sont représentées dans la

figure 03.

La figure 03 représente les valeurs de diamétre moyen de la zone d’inhibition de I’extrait brut
de P. harmala pour les six especes microbiennes testées dont E. coli, K. pneumonie, P. aeruginosa,
S. aureus, E. feacalis et C. albicans vis- a- vis les septes concentrations utilisées soit de 5mg/mL,
10mg/mL, 20mg/mL, 30mg/mL, 40 mg/mL, 50 mg/mL et 100mg/mL en comparaison avec les
témoins positifs et les témoins négatifs sachant que le témoin positif est un antibiotique spécifique
et sélectif pour chaque espece bactérienne, alors que le témoin négatif est un diméthylsulfoxyde

(DMSO) a utilisé pour la dilution de 1’extrait de mére.

Au vu des résultats obtenus, nous remarquons que le diameétre moyen de la zone d’inhibition
est de 18,33+£0,58mm chez E. coli pour la concentration de 100mg/mL. Alors que, les autres lots
soit de 50mg/mL, la zone d’inhibition est d’ordre de 16.5£0.58mm alors a la concentration de 40
mg/mL le diametre atteint le 16 +1mm. Le diamétre est de 9,97+0,58 mm pour la concentration de
30mg/mL.

Pour les autres concentrations soit de 20mg/mL, 10mg/mL et 5gm/mL vis-a-vis de la méme
bactérie aucune zone d’inhibition est observée ou la sensibilité est nulle. En comparaison avec le
témoin positif dont le SXT (25mg) spécifique pour E. coli, il marque une grande zone d’inhibition
de I’ordre 19,66 +£0.58 mm.

Concernant, la souche K. pneumonie les résultats montrent que les zones d’inhibition sont
bien claires. Elles sont d’ordre de 16,83+0.76mm et 16+1.00mm pour les lots de 100mg/ml et
50mg/ml respectivement. Tandis qu’il est d’ordre de 10,67+0. 85mm pour la concentration de
40mg/ml. Ensuite, elle est attient de 9,67+0,58mm a la concentration de 30mg/ml. Pour les doses
faibles soient de 20mg/ml, 10mg/ml et 5mg/ml aucun effet signalé pour cette bactérie. Tous en
comparaison avec le témoin positif qu’est Imipenéme a donné une zone inhibition d’ordre 33+1.00

mm.
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Pour la souche P. aeruginosa, nous avons observé que la zone d’inhibition est de 15,67+
0,5mm a forte dose 100mg/ml. Alors que, pour les autres doses testées n’ont aucun effet
d’inhibiteur signalé pour cette souche ou la résistance est nulle. En revanche, le témoin positif dont
le Tobramycine (30mg) a montré une zone d’inhibition bien déterminée et claire de 17.66+0.5mm

de diamétre.

Pour la souche S. aureus, les zones d’inhibition vis-a-vis les différents lots expérimentaux,
nous avons noté une large zone inhibition est de 17.5£0.5mm pour la dose de 100mg/mL. Suivi par
la dose de S0mg/mL pour un diameétre de 16.5+0.5mm .11 est attient d’ordre de 11.33+0.29mm pour
la dose 40mg/mL. Par contre aux autres doses dont 30mg/mL, 20mg/mL, 10mg/mL et 5mg/mL
n’ont aucun effet inhibiteur pour cette souche. En paralléle avec 1’antibiotique Vancomycine
spécifique de S. aureus utilisé comme témoin positif, le diamétre est noté de 24.5£0.5mm. Alors
que, le t¢moin négatif (DMSO) n’exerce aucun effet inhibiteur sur la croissance microbienne vis-a-

vis de toutes les souches testées.

Concernent la souche E. feacalis, la plus large zone d’inhibition est celle de la dose
100mg/mL avec un diamétre de 16.17+0.29mm. Pour la concentration de 50mg/mL a noté une zone
de diamétre de 15.33+0.83mm. Elle est enregistré de 10.83+0.76mm pour la concentration
30mg/mL. Par contre, les faibles doses dont 20 mg/mL, 10 mg/mL et 5 mg/mL la sensibilité est
nulle. Tous en comparaison avec le témoin positif (Imipenéme) qui affecte une forte inhibition

traduise par une zone de 23.67+0.83mm de diamétre.

Pour I’espéce fongique Candida albicans, I’extrait brut de P. harmala a montré une faible
Zone d’inhibition d’ordre de 12,83+0,76 mm pour la forte concentration de100 mg/mL.
Par contre aux autres concentrations de 5 mg/mL a 50 mg/ mL n’ont montré aucun zone
d’inhibition pour le témoin négatif et positif on n’observe aucune effet inhibiteur.
Au vu de ces résultats, I’extrait méthanolique de Peganum harmala a montré une efficacité sur la
majorité des souches microbienne testées. L’effet inhibition est apparus a partir des doses
(40mg/mL, 50mg/mL, 100mg/mL) avec des zones d’inhibition augmentent significativement avec

I’augmentation de la dose appliquée.

En revanche, les résultats obtenus montrent que I’extrait méthanolique de Peganum harmala

a manifesté une activité limité vis-a-vis des souches de Pseudomonas aeruginosa et
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Candida albicans pour la forte concentration de 100 mg/mL qui s’exerce une zone d’inhibition de
15.67+0.58 mm et 12,83+0,76 respectivement.

En comparant nos résultats obtenus par ceux de Dastagir et al. en (2012), déclarent que
activité d’extrait méthanoique de Peganum harmala a montré une forte inhibition de S. aureus avec
une zone de diamétre 30mm suivi par E. coli de diamétre de 24mm et P. aeruginosa d’une zone

d’ordre 16mm et K. pneumonie une zone de 15mm.

Amadi et al en (2010), ont rapporté que la bio-efficacité des extraits de la plante est effectué
par I’extraction. D’autre part Mebarki et KHouiled (2018), ont démontré que 1’extrait méthanolique
de Peganum harmala présente un effet inhibiteur limité sur les cing souches testés E. coli ATCC
25921; P. aeruginosa ATCC 27835; S. aureus ATCC 25921 ou I’inhibition est la plus importante
est obtenue avec la souche S. aureus ATCC 25293 avec un diamétre moyen de 13,67mm les
diamétres d’inhibition moyen enregistré pour les autres souches sont 11mm pour Pseudomonas

aeruginosa et 10,44 mm pour E .coli ATCC.

Nos résultats sont concorde a ceux rapportées par Benbott et al.(2012) qui a montré qu’une
concentration de 100mg/mL d’extrait de Peganum harmala inhibait la croissance de S aureus.
D’autre étude rapporté par Rebbouh & Djafar (2016) ,sur I’effet antimicrobien de Peganum harmala
sur des deux isolats de S. aureus avec des diamétres compris entre 20,26+0,26 mm et
32,43+0,63mm ces derniers sont supérieur a ceux obtenus par la souche S .aureus ATCC.

Selon Koudria et al. en (2020), ont démontré que 1’extrait méthanolique de graines de Peganum
harmala révéle actif vis-a-vis la souche Corynébactéruim pseudotuberculosis avec les diameétres

varient entre 8,594 21+01mm.
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Figure 03: Diametres moyennes des zones d'inhibition (mm) de EBG.

Nos résultats sont plus proches a ceux obtenus par Darabpour et ses collaborateurs (2011), qui
ont noté un effet inhibiteur de 1’extrait méthanolique de (80%) des graines de P. harmala vis-a- vis
les isolats cliniques de S. aureus et d’E. coli avec des zones d’inhibition de 15 a 22mm pour S.
aureus et de 13 a 22 mm pour E .coli. par contre il ne sont pas en concordance avec ceux obtenus
par el-Abed et ses collaborateurs (2014)in Benadda (2020), qui ont noté une activité antibactérienne
modérée de 1’extrait méthanolique contre une souche E. coli de référence avec une zone d’inhibition
de 12 mm de diametre. Les méme auteurs ont signalé un pouvoir inhibiteur nul vis-a-vis d’une

souche S. aureus de référence ATCC.

Selon Darabpour et ses collegues en (2011), ont utilisé les extraits de différente parties de la
plante (graines, racines, tige, feuilles, fleurs). lls ont rapporté que les extraits de graines et de
racines de Peganum harmala possedent une large activité antibacterien de sorte que toute les
bactéries clinique testée notamment (Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Listeria
monocytogenes, Streptococcus pyogenes, Pseudomonas aeruginosa, Brucella melitensis, Proteus
mirabilis Salmonella typhi, Escherichia coli, Klebsiella pneumonie, Bacille anthracis, Bacille
cereus) étaient sensibles a ces deux extraits tandis que I’extraits des feuilles et fleurs et les tiges
présentent une action antimicrobienne relativement ordinaire avec des différent concentration a

partir de 50mg/mL a 400mg/mL. La graine et la racine sont connues comme des parties réservoirs
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Dans les plantes, il est donc trés probable que ces parties aient servi d'arsenal aux métabolites

secondaires ayant une activité antibactérienne chez P. harmala.

Sur la base de ces résultats obtenus par Darabpour en (2011), I'extrait des racines a une
meilleure activité antibactérienne contre les bactéries Gram positives, par rapport a I'extrait de
graines, tandis que pour les bactéries Gram négatives, le résultat observé a été I’inverse. Ensuit, ils
sont rapportés que les alcaloides P-carboline isolés de P. harmala ont montré des effets
antimicrobiens contre tous les micro-organismes testés. Il y avait des différences significatives dans
leurs activités selon le micro-organisme testé. Sachant que une combinaison d'harman et d’harmine
était la plus efficace contre E .coli (zone d'inhibition est de 26,8mm), alors qu'un mélange d’harman
et d'harmaline était efficace contre P. vulgaris et C. albicans (les zones d'inhibition étaient de
28,9mm et 29,0mm respectivement). Parmi les mélanges également étudiés, le plus actif était la
fraction alcaloide B-carboline totale avec des zones d'inhibition comprises entre 23,7 et 31,5mm.
Ces résultats concorde les résultats de Maitham et al., en (2019) qui confirment l'activité
antibactérienne de Peganum harmala et de ses alcaloides ou les alcaloides ont montré des zones
d'inhibition élevees contre (Streptococcus, Staphylococcus, Aeromonas, et E. coli). Alors que P.
harmala a montré une bonne zone d'inhibition contre Acinetobacter et le test vis-a-vis Klebsiella n'a

montré aucune activité ni de Peganum harmala ni de ses alcaloides.

D’ailleurs Aboualigalehdari et al. en (2016) a montré que Peganum harmala a inhibé la
formation de biofilm de la souche Candida albicans. Ainsi, plusieurs auteurs ont déja exposé que
les métabolites secondaires les plus abandons dans les graines de Peganum harmala sont les
alcaloides B-carboliniques et quinazoliniques avec un pourcentage d’environ 10% (Khashimov et

al., 1969 ; Zharekeev et al.,1974 ; Kartal et al., 2003 ; Frison et al., 2008).

Les auteurs Fathiazada et al. en (2006); Goel et al.( 2009) ont présenté que plusieurs
alcaloides ayant une activité pharmaceutique, notamment [I'harmine, I'harmane, [I'harmalol,
I'narmaline, la vasicine, le vasicinon et la péganine, ont été obtenus a partir des différentes parties
de cette plante. Il a rapporté que I'harmane, en tant qu'alcaloide planaire hautement aromatique,
exerce son activité antibactérienne par intercalate avec I'ADN (Cowan, 1999), ce mécanisme

antibactérien doit donc étre pris en compte pour I'extrait actif de P. harmala.

En effet, la méthode employée pour I'évaluation de I'activité antibactérienne a également un

impact sur les résultats. Selon Cimanga et ses collégues en (2002), la diffusion en milieu gélosé
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suggere que la taille de la zone d'inhibition ne refléte pas la véritable efficacité antibactérienne d'un
composé (Telli, 2017). Une des raisons est que la quantité de produit déposée sur les puits est
inférieure a celle de la méthode de dilution, ou le contact direct avec les souches est différent de

celui de la premiére méthode (Annexe 05)

3.2.2. Activité antimicrobienne testée par la méthode de dilution en milieu solide.

L’activité antimicrobienne est caractérisée in vitro par la concentration minimale inhibitrice
(CMI) et la concentration minimale bactéricide (CMB). La méthode de dilution en milieu solide a
été mette en évidence pour la détermination des valeurs de CMI et CMB pour I’EBG de P. harmala.

Les résultats obtenus sont présentés aux tableaux 11 et12.

Selon résultats retenus et mentionnés au tableau au-dessus, nous avons observe que la valeur
la plus faible de la CMI a montré une inhibition de la croissance des colonies qui est apparue a S.
aureus de 20mg/mL ou la valeur de CMB a 30mg/mL. Tandis que, les valeurs de CMI et CMB pour
les souches E. coli, K. pneumonie et celle de E. feacalis sont identiques de 1’ordre de 30mg/mL. Par
contre, la souche de P. aeruginosa se révele la plus résistante, cela est lié a son grande capacité de
développé des résistances vis-a-vis des nombreux agents antimicrobiens, d’ou son implication
fréquente dans les infections nosocomiales hospitaliéres. Concernant Candida albicans la valeur de
CMI et de CMB sont égales a 60mg/mL.(annexe 06)

Nos résultats sont désaccord avec de ceux rapportés par Saadia Al-zeny, en (2018) a montré
une bonne activité contre Salmonella entérique et K. pneumonie étaient de CMB a 25mg/mL.
Tandis que a celle de E. coli multi-résistante était a concentration de 3.125mg/mL et la CMI de a
25mg/mL et 12.5mg/mL. Par contre la CMB d’E. coli hautement résistante était a 12.5mg/mL et le
valeur de CMI a 50mg/mL.

D’apres les rapports de CMB/CMI obtenus pour les souches testées, nous avons conclue que
I’extrait méthanolique de graines de P. harmala exerce un effet bactéricide vis-a-vis les bactéries

mentionnées soient les Gram positifs ou les Gram négatifs.

A vu de ces resultats, la plus faible valeur de CMI est noté chez la souche S. aureus. Tandis
que, I'hypersensibilité de cette souche peut étre attribuée a la probabilité que les bactéries Gram

positifs soient plus sensibles aux variations environnementales externes, comme la température, le
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pH et les extraits naturels. En particulier, lI'absence de la membrane externe qui la rend
particuliérement vulnérable. D'aprés Essawi & Srour (2000), I'efficacité optimale d'un extrait peut
étre attribuée non pas a un composant actif principal, mais plutdt a I'interaction synergique de divers

COMpOSES.

Tableau 11: Détermination de CMI (aux déférentes concentrations) d’EBG de P. harmala vis-a-vis
les souches testées

Concentrations d’extrait brut des graines de P. harmala
Espéces testées ATCC 05 10 20 30 40 50 60
mg/mL  mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL

Escherichia coli + + + . . - -
ATCC3548
Klebsiella pneumonie + + + . . - -
ATCC700603
Staphylococcus aureus + + - - - - -
ATCC2943
Enterococcus feacalis + + + . - - -
ATCC23319
Candida albicans + + + + + + -
ATCC10231

(+):Présencedecroissancebactérienne.(-): Absencedecroissancebactérienne.

Les valeurs de CMI, CMB et le rapport CMB/CMI et ces interprétations sont résumés dans le tab 12.

Tableaul2:Valeurs de CMI et CMB et le rapport CMB/CMI de I'EBG de P. harmala.

Souches ATCC Gram (nc]: g'\//lnlll) (r%gcril CMB/CMI Interprétation
Escherichia col 3548 - 30 30 1 Bactéricide
Klebsiella preumonie 700603 - 30 30 1 Bactéricide
..
staph)g/\l_?(c::oc(::gls.;‘s1 ??ureus 2043 + 20 30 15 Bactéricide
Entiﬁf:gg:;;gffgcans 23219 + 30 30 1 Bactéricide
CaAangg f(;gi;lans 10231/ 60 60 1 Bactéricide
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Il convient de souligner que I'évaluation d'un extrait brut ou d'une fraction enrichie est
influencée par deux parametres soit I'activité intrinseque des produits actifs et leur quantité relative
dans I'extrait. Par exemple, la présence d'une activité confirmée dans un extrait peut refléter a la fois
une faible quantité de composeés trés actifs et une grande quantité de composés peu actifs (Ferrari,
2002), ou encore certains composés tels que les hydrocarbures et les alcools qui présentent un

synergisme (Chaibi et al., 1997).

Selon Balansard en (2007), il est important de rappeler que le produit actif présent dans la
plante peut étre soit actif sans étre métabolisé, ce qui lui confere une activité in vitro et in vivo, soit
actif apres métabolisation et dans ce cas, il sera inactif in vitro et actif in vivo. Plusieurs plantes
présentent des variations significatives dans leur composition chimique et leur activité en fonction

de la date de récolte.

Nous avons signalé que les substances qui sont responsables de I'action antibactériennes
semblent étre les des terpenoides phénoliques sont les principaux composés de la fraction apolaire
de I’extraits de plantes (Fernandez-Lopez et al., 2005), Ceci pourrait expliquer la modeste activité

de nos extraits polaires.(annexe 06).
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Conclusion

Conclusion.

Les plantes médicinales restent toujours la source fiable des principes actifs connus par leurs
propriétés thérapeutiques. Dans ce contexte, nous avons intéress¢ a [’é¢tude de 1’activité
antimicrobienne de deux extraits (huile fixe et 1’extrait brut) des graines de la plante Peganum
harmala largement utilisée dans la médecine traditionnelle, récoltée dans la région d’Oued Metlili
wilaya de Ghardaia, vis-a-vis de certaines espéces microbiennes référencees selon ATCC dont
Escherichia coli (3548) , Klebsiella pneumonie (700603) , Pseudomonas aeruginosa (27853) ,
Staphylococcus aureus (2943) , Enterococcus feacalis (23219)et Candida albicans (10231) .

Le travail est réalisé au niveau de laboratoire d’analyses médicales de Dr. LAROUI a Metlili

durant une période de stage d’un mois et plus.

L’extraction des huiles fixes des graines de Peganum harmala a été réalisée par Soxhlet en

Hexane. Tandis que celle de I’extrait brut est réalisée par macération au méthanol (80%).

L’évaluation de I’activité antibactérienne d’huile fixe des graines de Peganum harmala est
réalisée par la méthode de diffusion sur gélose par technique des puits. Les résultats obtenus
montrent que cet extrait a réagi négativement vis a les deux concentrations (100% et 50% de huile
dilué) vis-a- vis les souches microbiennes testées. Ce qui probablement due a la diversité des

especes selon le biotope récolté dont aires géographiques de 1’espéce spontané.

Pour mieux enrichir notre travail, nous avons adopté I’extraction par macération de I’extrait
brut des graines de Peganum harmala. L’activité antimicrobienne est misse en évidence par la
méthode de diffusion avec différentes concentrations dont (5mg/mL, 10mg/mL, 20mg/mL,
30mg/mL, 40mg/mL, 50mg/mL et 100mg/mL) vis-a-vis les mémes espéces testés pour ’activité

microbienne de I’huile fixe.

Nos résultats laissent apparaitre que, 1’extrait méthanolique s'est avéré plus efficace contre la
plupart des espéces testées avec des zones d’inhibition a la forte concentration dont 100 mg/ml
atteint de 18.33+0.56mm pour I’espéce E. coli, de 16.83+£0.75mm pour Klebsiella pneumonie; de

17.5£0.5mm a Staphylococcus aureus, de 16.17+0.29mm via Enterococcus feacalis, de

15.67+0.5mm chez Pseudomonas aeruginosa et d’une zone de 12.83+0.7mm via Candida albicans.
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Conclusion

Concernant la méthode de micro-dilution qui permettre de déterminer la concentration minimale
inhibitrice (CMI), nos résultats démontrent que I’CMI de 1’espéce Staphylococcus aureus est de
20mg/mL, tandis que les espéces E. coli, Klebsiella pneumonie, Enterococcus feacalis, leurs CMI
est de 30mg/mL, et pour la souche fongique Candida albicans a 60 mg/mL. Pour I’espéce

Pseudomonas aeruginosa se réveélé résistante aux ces concentrations étudiées.

D’aprés nos résultats, nous pouvons de conclure que I’extrait de graines de Peganum harmala
récolté de la région d’Oued Metlili est caractérisé par un effet bactéricide vis -a-vis la majorité des
especes référencés testés. Mais pour I'huile fixe de la méme plante n’exerce aucun effet inhibiteur
vis-a-vis les mémes souches étudies qui peuvent étre due a plusieurs facteurs notamment les
facteurs climatiques et ou édaphique de la station, partie utilisée, stade de récolte, méthode de
séchage, méthode d’extraction, solvant utilisé ou a la quantité négligeable des principes actifs de

cette huile ...etc.
Pour une meilleure poursuite de notre recherche, il est souhaitable de:

- Ultiliser d’autre solvants, d’autres extractions a fin de caractériser, de purifier et identifier les
principes actifs ayant des activités biologiques des extraits de cette plante.

- Essayer d’utiliser une extraction aqueuse par infusion ou décoction afin d’appliquer comme
un remede utiliser pour le traitement des infections urinaires;

- Tester I’efficacité biocide des extraits obtenus in vivo et in vitro;

- Tester I’effet insecticide de ces extraits vis-a-vis des insectes ravageurs dans le contexte la
lutte biologique ;

- Réaliser une étude écologique approfondie sur ’espéce choisie soit nous cherchons le
facteur limitant et la valence écologique de 1’espece, étude phytosociologique de 1’espéce

choisie.
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Annexe01. Les composés chimiques les plus importants de Peganum harmala L et leurs

propriétés thérapeutiques (les alcaloides) (Benbout, 2013)
Nom de I’alcaloide Formule chimique  formation

Harmaline Ci3H14N2o Principal alcaloide de la plante.
Généré par ’hydroxylation
Suivi d’une méthylation du
méthyle-IB-carboline.

Harmine Ci3H12Ngo Molécule naturelle initiale de la
plante . Elle est le résultat de
I’oxydation de ’harmaline.

Harmalol C12H12Noo Alcaloide instable lorsqu il est
exposé a I’air , se cristallise dans
I’eau sous forme de Tri-hydrate.

Harmane C12H10N20 Généré par I’oxydation du
méthyle-1 B-carboline .Cristallise
dans plusieurs solvants
organiques sous formede prismes

incolores.




Annexe02. Les Appareillages, les produits et les milieux de culture utilisées en laboratoire.

Appareillage et Instrument

-Balance de précission de type
PX323pioneerT™M

-Broyeu rélectrique
-Spectrophotometre

-Etuve bactériologique

-vortex

-Evaporateur rotatif
(HEIDOLPH)

-Réfrigérateur

-Boites de Pétris simple et
divisées

-Bec bunsen

-pied a coulisse

-Autoclave de paillasse
-Micropipette autoclavable
Volume variable 50u1let1000pul

-Extracteur de soxhlet de 250ml

capacité

-Bain-marie

Produits

-Methanol pur(CH30H)

-Dimethylsulfoxide (C2H60S)

99.9%

-Eau physiologie

-Eau de Javel

-Disques d’antibiotiques

standarissé

Annexe03..Compositions des milieux de culture.

Milieu de culture

-Milieu Gélose Nutritive
Ordinaire

(marque Realab®/180ml)
-Milieu de diffusion le
Gélose Mueller-Hinton
(Marque Realab ®/180ml)
-Milieu Sabouraud
((Marque Realab®/180ml)

Les milieux

Les composants

Quantité

Milieu Muller Hinton -Infusion de viande de beeuf 300 g
déshydraté-Hydrolysat de
caséine 175¢
-Amidon de mais 059
-Agar Agar 139
-Eau distillée 1000 g
-Ph 7.4

Milieu Sabouraud -Glucose 209
-Peptone 10g
-Agar 15¢
-Eau distillé 1000 g
-pH 6

-stérilisation a 120°C
Pendant 20 minutes




Annexe 04. Activité antimicrobienne d’huile des graines de P. harmala.

Souches testées

Activité antimicrobienne de huile pur de
P. harmala

Escherichia coli
ATCC 3548

Klebsiella pneumonie
ATCC700603

Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853

Staphylococcus aureus
ATCC 2943

Enterococcus feacalis
ATCC 23219

Candida albicans
ATCC 10231




Annexe05. Activité antimicrobienne de 1’extrait brut des graines de P. harmala a

Concentration 50 mg/mL.

Souches testées

Activité antimicrobienne de ’EBG de P. harmala a
Concentration 50mg/mL

Escherichia coli
ATCC 3548

Klebsiella pneumonie
ATCC700603

Pseudomonas
aeruginosa
ATCC 27853

Staphylococcus aureus
ATCC 2943

Enterococcus feacalis
ATCC 23219

Candida albicans
ATCC 10231




Annexe 06. Résultats de CMI pour les espéces testés aux différentes concentrations.

Photo de I’activité antimicrobienne en dilution en milieu solide :Souches G*(A,B,C)
aux concentrations 5 - 10 -20 mg/ML successif. / Souches G*(D,E,F) aux concentrations
5-10 -20 mg/ML successif

P. aeruginosa a
50/60 mg/ml

Photo de Resultats des CMI chez :les souches testées a G™(G:30mg/ml, H:40mg/ml,
1:50mg/ml ,J:60mg/ml)

Les souches testées a G*(K:30mg/ml, L:50mg/ml)M:C. albicans; S. aureus; et E

feacalis & 60mg/ml




CMI chez S. aureus est 20mg/ml

CMI chez les especes E. coli ; K. pneumonie
Est 30 mg/ml




Annexe 07.
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Evaluation du pouvoir antimicrobien des huiles de graines de Peganum harmala L.
(Zygophyllaceae) récoltées dans la région d’Oued Metlili (Sahara Algérien).

Résumé

La présente étude a tenté d'évaluer le pouvoir antimicrobien de I'huile fixe et de I'extrait des graines de
Peganum harmala récoltées dans la région de Ghardaia. L'extraction de I'huile fixe a été realisée par
Soxhlet, avec un rendement de 9,78 %, tandis que l'extrait organique a été obtenu par macération dans du
méthanol, avec un rendement d'extraction de 6,36 %.

L'activité antimicrobienne a été évaluée sur cing souches bactériennes référencées ATCC (Gram négatif :
Escherichia coli ATCC 3548 , Klebsiella pneumonie ATTC 700603, Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853) et (Gram positif : Staphylococcus aureus ATCC 2943, Enterococcus feacalis ATCC 23219) ainsi
qu'une souche fongique (Candida albicans ATCC 10231), en utilisant la méthode de diffusion sur gélose
par puits. Les résultats n'ont révélé aucune activité inhibitrice de ’huile fixe de Peganum harmala vis-a-vis
les especes testés. Tandis les résultats de 1’activité antimicrobienne 1’extrait méthanolique révele une forte
activité contre la plupart des especes testées .Les extraits méthanolique des graines de P. harmala se sont
distingués par leur action bactéricide. Dont le CMI est noté a 20 mg/ml pour S. aureus et de 30 mg/ml pour
E. coli, K. pneumonie et E. feacalis et celle de Candida albicans est a 60mg/ml.

Mots clés : Peaanum harmala . huile fixe. extrait méthanoliaue. activité antimicrobienne

Evaluation of the antimicrobial power of Peganum harmala L. (Zygophyllaceae) seed oils collected in
Oued Metlili region (Algerian Sahara)

Abstract

This study focuses on evaluating antimicrobial activity of seed oils of Peganum harmala plant
harvested in the Ghardaia region. The fixed oil was extracted by Soxhlet with a yield estimated at 9.78%,
while the organic extract was obtained by soaking in methanol with a yield estimated at 6.36%. The
antimicrobial activity of seed oils was evaluated by using the diffusion an agar medium on five ATCC
reference bacteria strains (Gram-negative: Escherichia coli ATCC 3548 , Klebsiella pneumonia ATCC
700603 and Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 ) and (Gram-positive: Staphylococcus aureus ATCC
2943 and Enterococcus feacalis ATCC 23219) and one fungal strain (Candida albicans ATCC 10231).The
results revealed that there was no applied activity the seeds oil of Peganum harmala against all the selected
species. While the results of the antimicrobial activity for the seeds methanolic extract showed that it has
effective activity against most of the strains tested. The seeds methanolic extracts of Peganum harmala were
characterized their activity bactericidal, as the lowest inhibitory concentration (IMC) was recorded at 20
mg/ml for S. aureus, 30 mg /ml for (E. coli, K. pneumounia and E. feacalis) and 60 mg/ml for Candida
albicans.

Keywords: Peganum harmala, fixed oils, antimicrobial activity, methanolic extract.
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