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Introduction

Introduction :

Actuellement, la maitrise des infections bactériennes et fongiques devient complexe a cause
d’une utilisation anarchique, inadéquate et abusive des antibiotiques en sant¢ humaine et végétale.
L’émergence de bactéries et de champignons résistants a de nombreux antibiotiques conventionnels
pose un grave probleme de santé publique. Ces agents infectieux multi résistants sont néfastes
surtout chez les sujets vulnérables tels que les enfants, les vieillards et les personnes
immunodéprimées. La problématique de la résistance aux antibiotiques interpelle les communautés
scientifiques car il est important de trouver de nouveaux agents antimicrobiens naturels en se
référant aux plantes utilisees dans le traitement de maladies infectieuses en médecine traditionnelle
(SAFFIDINE, 2015).

Les plantes constituent une source immense de molécules chimiques complexes (métabolites
secondaires), largement exploités dans les industries cosmétologiques, agroalimentaires et
pharmaceutiques. Parmi ces métabolites, on distingue les terpénoides, les alcaloides et les
polyphénols (SAFFIDINE, 2015).Donc I’homme sélectionne celles qui lui permettent de se
défendre contre les agressions d'autres organismes vivants pathogénes(champignons, bacteéries,
virus...) et de corriger ses troubles métaboliques (BERREGHIOUA, 2016) ou bien utilisées la
plante sous forme complexe contenant un large spectre de constituants (infusion, des huiles
essentielles et des extraits des teintures) (TOUAFEK, 2010).

L’ Algérie est connue par sa richesse en plantes médicinales en raison de sa superficie et sa
diversité bioclimatique. un nombre considérable de plantes médicinales qui s’y développent
spontanément, telles que Peganum harmala. (BOUKHALFA et HAMDI, 2016).Cette dernier
appartient a la famille des zygophyllacées. Elle est largement distribuée, surtout dans les sols
sableux et un peu nitrés, dans tout les hauts-plateaux et le Sahara septentrional (SAFFIDINE, 2015).

Peganum harmala est trés étudié pour ses activités pharmacologiques. Plusieurs travaux
sont faits dans le monde entier pour connaitre les effets de ses extraits végétaux sur différents
organismes a savoir des insectes, des nématodes et des champignons (BEHIDJ-BENYOUNES et
al., 2013).

En Pakistan, KANWAL et al., (2016) ont traités D’activité antioxydante ,antimicrobienne
et anti leishmania des différentes parties de Peganum harmala L.En Iran, SALARI et al.,(2011)
signalent que les extraits de Peganum harmala possedent un effet néfaste sur les insectes

(Aphisfabae, Aphisgossypii, Aphisnerii et Myzuspersicae).

En Algérie, MAHDEB et al., (2013) ont étudiés le rapport de la toxicité de P.harmala sur les

animaux tels que les moutons, bétails et chevres. Ainsi, dans la région de Tébessa ABIDI et
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NAHAL(2016) ont réalisés une étude de I’activité antioxydante et antibactérienne de Peganum

harmala L.

C’est dans ce contexte que s’inscrit la présente étude dont I’objectif principal est 1’étude
phytochimique afin de connaitre les principales groupes phytochimiques présents dans les trois
extraits de partie aériennes de Peganum harmala L. et la recherche de I’activité antimicrobienne

des trois extraits qui récolter a Metlili
Pour répondre a ces objectifs, deux parties sont presentées :

> La premiére partie est consacrée a des démarches méthodologiques en abordant les analyses
qualitatives des extraits de noter plantes et I’évaluation de leurs activités microbiennes.
> Une seconde partie est la présentation des résultats obtenus et discussion.

Nous finirons cette recherche par une conclusion et des perspectives sur 1‘ensemble de ce travail .

-
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Chapitre I- Méthodologie de travail

Chapitre 1.-Méthodologie de travail :
I.1.-Principe adopte :

Notre étude consiste a faire évaluer I’effet toxiques des extraits de Peganum harmala
L.(Zygophyllacée) sur quelques souches (des bactéries, champignons et levure), et de réaliser une
analyse qualitative (Screening photochimique) des composés de chaque extraits a fin d’essai

d’attribuer chaque effet a une famille de métabolite secondaire.
I.2.-Choix de la matiere biologique :

1.2.1.-Matiére végétale :

L’étude porte sur les parties aériennes de P. harmala, cette espéce végétale est recueillie a
partir de son biotope d’existence naturelle loin des endroits anthropisés dans le but d’éviter toute
action de ’homme. La récolte est réalisée durant le mois de décembre 2017 dans la localité de

Gamgouma, région de Metlili (figure 01).

(BEN LEKHDIM et DAOUADI, 2018)

Figure 01:Péganum harmala L. (Originale, 2018).

Aprés la récolte, les parties aériennes débarrassees des débris (mauvaises herbes et
poussiéres), sont rincées a I’eau courante. Elles sont ensuite séchées a l'abri de la lumiére, a l'air
libre, a 'ombre et a une température ambiante (KEMASSI, 2013). Pendant un mois, dans des
papiers en carton. Il faut éviter autant que possible ’humidité et la lumiére : celles-ci en effet
accélérent I’oxydation qui altére les parties de plantes. Les bocaux (en verre ou en métal, mais pas
en plastique) permettent de bien conserver les plantes, qui sont mises dans une piéce séche, a I’écart
de toute source de chaleur (ANNE et NOGARET, 2003).Les parties aériennes apres séchage sont

broyées pour servir a 1’extraction des métabolites secondaires par reflux,Soxhlet, et macération.




Chapitre I- Méthodologie de travail

1.2.1.1.-Présentation de la région d’étude :

Metlili située a 45 km du chef lieu de wilaya. La zone de Metlili s’étend entre 3° et 38' de
longitude Est et 32° et 16' de latitude Nord et couvre une superficie de 7300km?2 sur une altitude

d'environ455m , La commune de Metlili est limitée:

- Au Nord par la wilaya d’El-Bayadhet communes de daya, Bounoura,EIl-Atteuf et Zelfana.
- Au Sud par la commune de Sebseb .

- A I’Ouest par la wilaya d’El-Bayadh .

- A I’Est par la wilaya d’Ouargla (figure 02) (BEN SANIA, 2005) .

Dhayet
Bendhahoua Daia Ben [ N1 |
gz o Wlo Dahoua
090 Ulo

Ghardaia

cul;,.c El Atte:;f

2 ~Metlili

3 \J
LB

Sebseb

Figure 02 : région d’étude Metlili (RAWANI ,2010)
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Chapitre I- Méthodologie de travail

1.2.1.2.-Position systematique :

Regne : plante

Embranchement : Spermatophytes

Sous embranchement : Angiospermes
Classe : Dicotylédones
Sous classe : Rosidae
Ordre : Sapindales
Famille : Zygophyllaceae

Genre : Peganum

Espéce : Peganum harmala L. (KEMASSI,2008).

1.2.1.3.-Noms vernaculaires :

Cette espéce a plusieurs noms vernaculaires comme ‘Harmel ou Harmal El sahari’ en
Algérie et en Afrique du Nord, ‘Rue sauvage’ en France, ‘African rue ou Syrian rue’ en Etats Unis
et ‘Espand’ en Iran (REZZAGUI, 2012).
1.2.1.4.-Descriptions Botaniques:

Peganum harmala L. est une plante herbacée, vivace et buissonnante de 30 a 90 cm de
hauteur, a odeur fortement désagréable .La tige est dressée, trés rameuse, qui disparait durant I'hiver
. Elle possede des entrenoeuds assez courts, densément feuillés .Chez les plantes adultes, la tige est
rigide, droite, ramifiée et glabre. (SASSOUI, 2015), les feuilles supérieurs ne dépassent pas 1,5 mm
de largeur (KEMASSI, 2008). Elles sont formées de petites fleurs blanches actinomorphes,
hermaphrodites et dialypétales (SASSOUI, 2015) . la corolle d’environ 03cm de diamétre a 05
pétales ovales, blancs a I’intérieur, verdatres a 1’extérieur. Etamines jusqu’a 15, a longues anthéres
jaune et a gynécée de 8-9 mm de longueur .Ovaire verdatre, globuleux de trois a quatre loges et des
stigmates a 3 carénes insensiblement atténué en style corolle(KEMASSI,2008 ) il est de couleur
verte lorsqu’il est mur et brun orangé a maturité coriacé. Les graines sont nombreuses, petites,
anguleuses et sub-triangulaires. Elles sont de couleur marron foncé, d’une saveur amére, et le
tégument externe est réticulé (SASSOUI, 2015) (figure 03).Les graines et les racines contiennent
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quatre alcaloides :I’harmaline, I’harmine, I’armalol et la péganine, qui semble identique a la

vasicine(de 1’ Adhatodavasica) .

Figure 03: a, Peganum harmala L ;b, Feuille ; c, Fleur ; d, Fruit; e, Grain ;f,
Racine(JINOUS et FERESHTEH, 2012).

1.2.1.5.-Répartition géographique de Peganum harmala :
Peganum harmala L. est originaire d'Afrique, du Moyen-Orient et d'Asie du Sud. C’est une

plante endémique des zones semi- arides (Abbassi et al., 2003).

dans les lits d'oued et a l'intérieur des agglomérations(KEMASSI,2008), P.harmala L.exige
des lieux ouverts, ensoleillés, des endroits secs et sols pierreux, il résiste trés bien aux
sécheresses(SASSOUI, 2015).

Parfois, en années séches, le harmel est la seule plante évidente dans la steppe, avec sa
couleur vert foncé, due a sa toxicité ce qui la rend non-comestible pour des animaux

(BENSAID,2010).
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1.2.1.6.-Intéréts thérapeutiques :

Peganum harmala présente des propriétés enivrante, sudorifique, anthelminthique,
antipaludique, antispasmodique. Elle présente également des propriétés antiparasitaires. C'est une
plante non broutée par les animaux d’élevage dont le dromadaire (KEMASSI et al.,2013). En
fumigation, elle sert a dissiper les troubles provoqués par des mouvais oiel (CHEHMA ,2006).Elle
est utilisée contre la stérilité féminine et les maladies de ’'utérus (BENKHNIGUE et al.,2011).La
poudre des graines est utilisée par voie orale contre les douleurs intestinales(LAHSISSENE et
al.,2009).

Une Application thérapeutique et traditionnelle locale par une préparation a base des
quelques graines d’Harmal(Peganum harmala) et des feuilles d’armoise blanche (Artemisia herba
alba) en poudre ou en infusion est indiquée contre le diabete(BENKHNIGUE et al.,2014).La
poudre macérée a chaud dans de I’huile d’olive, en association avec des clous de girofle est
appliquée en cataplasme, pour les soins des cheveux. La décoction des graines dans de I’huile
d’olive est utilisée en cas des affections cardiaques (LAHSISSEN et al., 2009). Ainsi elle est

utilisée en decoction et comme pommade pour le traitement des fievres (KEMASSI, 2018).
1.2.1.7.-Données toxicologiques:

Les doses élevées peuvent provoquer la paralysie. Les graines de harmal renferment en
moyenne de 3 a 4% d'alcaloides avec une brusque €lévation de ce taux a la phase de ces alcaloides
sont au nombre de quatre: Harmane, Harmine, Harmaline et Harmalol ou Harmol (IMAMI et
TOUIRAT, 2016).Tous ces alcaloides ont en commun un noyau indole et évoquent une molécule
qui joue un role important dans le fonctionnement du systeme nerveux central: la sérotonine. Ces
alcaloides ont aussi une action cardiovasculaire (hypotension, arythmie, bradycardie
anthelminthique et ocytocique) (BENKHNIGUE et al ., 2014).

La spécificité de I'action d'un alcaloide par rapport a l'autre serait, par contre, en rapport
avec la variation des radicaux et du nombre de doubles liaisons portées par le cycle commun. C'est
cette variation qui expliquerait les nuances constatées au niveau des mécanismes d'action : Les

Harmane, Harmine et Harmaline exerceraient :

- soit un blocage direct des récepteurs cerébraux GABAergiques (Acide Gamma Amino
Butyraique) et donc de leur médiation inhibitrice, produisant un effet stimulant qui serait

responsable de I'élévation du tonus musculaire et au maximum de convulsions.
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- soit une facilitation de l'acces aux récepteurs GABAergiques d'une substance endogene qui serait
du thromboxane A2, dérivée des prostaglandines, et qui pourrait jouer un réle important dans la
régulation des mouvements calciques neuronaux et donc de I'excitabilité neuronale, Quoiqu'il en
soit ces alcaloides prédisposeraient aux modifications des conductances membranaires sodiques
et/ou calciques (IMAMI et TOUIRAT, 2016).

La Harmine et la Harmaline exerceraient une action anti-cholinergique centrale pouvant
expliquer la crise d'agitation et les manifestations digestives observées. La Harmane et Harmaline
exerceraient une action inhibitrice du systeme Dopaminergique central induisant une sédation et des
perturbations du sommeil paradoxal (ASSOUI, 2015). Ils peuvent provoquer une hypothermie
permanente, des troubles respiratoires, des vomissements, des maux de ventre), en inhibant la(
MAO-A et ’AChE )( REZZAGUI, 2012). En effet, I’extrait des feuilles de P. harmala entraine
chez le Criquet pelerin une diminution de la prise de nourriture, une baisse du poids, de 1’activité
motrice, un retard de la maturité sexuelle chez les femelles, une réduction de la fécondité et du taux

d’éclosion et méme une mortalité des adultes apres 14 jours (KEMASSI, 2008).
1.2.1.8.-Constituants chimiques :

Selon (TAHROUCH et al., 2002) trente et un composés volatils ont été identifiés a partir
des organes frais et sec de p.hamala, les principales toxines sont des alcaloides dont la structure
chimique associe un noyau indole a un noyau pyridine :harmane, harmine, harmaline, harmalole
(BENSAID, 2010). Elle contient aussi des acides aminés (valine, proline, thréonine, histidine, acide
glutamique, ’aniline, N-phénylformamide, et N-acétylaniline phénylalanine), des carbohydrates,
des flavonoides, des coumarines, des tanins, des stérols, et des triterpenes (IMAMI etTOUIRAT,
2016).

1.2.2.-Souches microbiennes :

L’activité antimicrobienne a été évaluée sur 07 souches pathogenes de référence. Il s’agit
des bactéries a Gram positif et des bactéries a Gram négatif, ont été fournies par le laboratoire
d’Ibn Elhaittem de Metlili, wilaya de Ghardaia. Cependant les champignons et la levure sont

obtenus de laboratoire pédagogique de I’Université du Ghardaia.
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1.2.2.1.-Escherichia coli:

1.2.2.1.1.-Habitat préférentiel :

C'est un bacille a gram négatif de la famille des Enterobacteriaceae (BERREGHIOUA,
2016)(figure 04).E.coli est une espéce commensale du tube digestif de I'hnomme et des animaux.
C’est l'espéce aérobie quantitativement la plus importante,. Cette population bactérienne ne. La
présence de E. coli dans I'eau est le témoin d'une contamination fécale récente et la rend impropre a
la consommation (MAMI, 2013 ).

Figure 04: E .coli observé au microscope électronique (GX10000)(MAMI, 2013)

1.2.2.1.2.-Pouvoir pathogeéne :

Ce microorganisme peut devenir pathogene et peut provoquer des infections urinaires,
biliaires, intestinales et génitales(tBERREGHIOUA,2016).Aussi que est devenus des pathogenes
émergents responsables a la fois de cas sporadiques et de cas groupés de diarrhées souvent
sanglantes pouvant évoluer vers des pathologies plus graves comme le syndrome hémolytique et
urémique (SHU) et le purpura thrombotique thrombocytopénique (PTT)(COHEN et KARIB, 2006).

1.2.2.2.-Staphylococcus aureus:

1.2.2.2.1.-Habitat préférentiel :

S. aureus est une bactérie Gram-positive, aéro-anaérobie facultative qui produit une catalase
et une coagulase (ALIOUA,2015).C'est une espece de la famille de Micrococcaceae (figure 05)
(BERREGHIOUA,2016). Il se trouve habituellement dans la peau, cheveux, nasopharynx, périneé

poussieres et I’aire aliments contaminés(BENDIF, 2007).
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Figure 05:Aspect de S. aureus en microscopie électronique (X 20000)(ALIOUA, 2015).
1.2.2.2.2.-Pouvoir pathogéne :

Ces germe impliqué dans D’apparition diverses affections, telle que les boutons, les
furonscles,la pneumonie, 1’intoxication alimentaire et les infections des plaies chirurgicales, aussi

une infection nosocomiales (CERARD et al.,2012).

1.2.2.3.-Pseudomonas aeruginosa:
1.2.2.3.1.-Habitat préférentiel:

C’est un germe appartenant au groupe des bacilles a Gram négatif, forme non sporulée
,mobile grace a un flagelle polaire généralement unique (figure 06) .Cette bactérie qui vit
normalement a I'état de saprophyte dans l'eau et le sol humide ou sur les végétaux
(BERREGHIOUA, 2016) ).

Figure 06:Pseudomonas aeruginosa (GX10000) (KHALILZADEH, 2009).
1.2.2.3.2.-Pouvoir pathogeéne :

Chez ’homme, elle n’adhére pas a I’épithélium normal intact et ne provoque de maladie que
lorsqu’il existe une défaillance du systéme immunitaire ou une Iésion préexistante. P. aeruginosa
colonise particulierement les personnes immunodéprimées (patients atteints de leucémie, SIDA,

cancer), les grands bralés, les patients en soins intensifs ou atteints de la mucoviscidose .Elle est
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capable de coloniser une grande diversité de tissus. Elle provoque des bacteriémies, des infections
intestinales, urinaires, des dermatites, des otites externes, des kératites ulcéreuses chez les porteurs
de verres de contact, des infections de la peau chez les grands brilés, des endocardites chez les
patients abusant de drogues intraveineuses. P. aeruginosa est également capable de causer des
méningites et des ostéomyélites en infectant le systeme nerveux central et les structures osseuses.

Cette bactérie est impliquée dans des infections nosocomiales (CHAKER, 2012).

1.2.2.4.- Salmonella sp:

1.2.2.4.1.-Habitat préférentiel :

Il s’agit d’une bactérie en forme de batonnet (ou bacille) droit a Gram négatif, mobile
(flagelles péritriches sur toute la surface bactérienne), de respiration aérobique facultative et non
sporulée appartenant a la famille des Enterobacteriaceae (SABBAGH, 2013) (figure07).

Le réservoir principal de Salmonella est constitué par le tractus gastro-intestinaldes
mammiferes et des oiseaux mais certaines souches peuvent également étre isolées des animaux a
sang froid et des animaux aquatiques. Le réservoir animal constitue la principale source de
propagation des salmonelles dans 1’environnement. Les salmonelles présentes dans les maticres
fécales des animaux peuvent contaminer le sol des paturages, le sol des cultures apres épandage et
I’eau. Les salmonelles peuvent étre retrouvées dans les aliments d’origine animale (viande, lait,

ceuf) ainsi que les produits frais (fruits et Iégumes) (LOCATELLI, 2013).

Figure 07:Salmonella enterica sérotype Typhi ( GX10000 )(ROUMAGNAC et al., 2007).
1.2.2.4.2.-Pouvoir pathogéne:

La spécificité d’adaptation vis a vis d’une espece cible varie entre les différents sérovars de
Salmonelles et conditionne la pathogénicité pour les hommes et les animaux. Les sérovars S. Typhi
et S. Paratyphi sont particulierement adaptés a I’homme et déclenchent de sévéres fievres

entériques mais ne sont pas pathogenes pour les animaux. Certains samovars sont ubiquitaires, tels
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que S. Enteritidis et S. Typhimurium, et peuvent affecter les hommes et les animaux et provoquer

des troubles gastro-intestinaux moins sévéres que les fiévres entériques (LOCATELLI, 2013).
1.2.2.5.-Aspergillus carbonarius:

1.2.2.5.1.-Habitat préférentiel:

C’est une espece appartenant a la classe des Ascomycétes. Le thalle, hyalin ou coloré,
présente un mycélium cloisonné portant de nombreux conidiophores dressés (LABIOD et
CHAIBRAS, 2015) (figure08).Se développent sur la matiere organique en décomposition, dans le
sol, le compost, les denrées alimentaires, les céréales. De nombreuses especes d’Aspergillus sont

présentes dans I’environnement humain, notamment dans la poussiere et 1’air (TABUC, 2007).

Phialide

Métule

Vésicule

Conidiophore
(stipe)

TT ol

Figure 08:Principaux caracteres morphologiques des Aspergillus

(TABUC, 2007).
1.2.2.5.2.-Pouvoir pathogeéne :

Certaines especes peuvent étre directement pathogenes pour I’homme et les animaux en
étant capable d’envahir les tissus vivants et provoquer des aspergilloses responsable de mycoses
pulmonaires (TABUC, 2007). Une exposition a cet agent pathogéne peut avoir des conséquences
trés graves voire méme fatales pour les personnes séverement immunodéprimées (HALEWYN et
al., 2002).
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1.2.2.6.-Penicillium glabrum :

1.2.2.6.1.-Habitat préféntiel :

Ce genre reéunit des champignons filamenteux, appartenant au phylum des Ascomycétes.
Cette espece définie essenticllement d’apres les caractéres du thalle, des pénicilles et des spores
(figure09). Les Penicillium sont des champignons pour la plupart trés communs dans
I’environnement, polyphages, pouvant étre responsables de nombreuses dégradations. Ils ont pour
habitat naturel le sol, les denrées alimentaires, les matiéres organiques en décomposition, le

compost, les céréales (TABUC, 2007).

9.202

Penicillinm Miucar
spores

Figure 09:Caractéres du thalle de genre Penicillium(LOCATELLI, 2013).

1.2.2.6.2.-Pouvoir pathogeéne :

Les infections sont habituellement provoquées par l'inhalation des spores. Les premiers
signes sont souvent pulmonaires. Des especes de Penicillium sont responsables de kératomycose
(inflammation de la cornée), d'otomycose (infection de I'oreille externe), d'onychomycose (infection

des ongles) et parfois d’infections profondes (TABUC, 2007).
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1.2.2.7.-Candida albicans :

1.2.2.7.1.-Habitat préférentiel :

Candida est une levure polymorphique (figurel0) commensale de la cavité buccale, du
tractus digestif (BEUCHER,2007),de I’appareil respiratoire, du vagin (WILLEY,2013).

Figurel0:C. albicans (GX10000) (ROBERT et CURRAN, 2009).
1.2.2.7.2.-Pouvoir pathogeéne :

Chez les individus sains, ils ne provoquent pas de maladie parce que leur développement
est inhibé par les autres micro-organismes et d’autres mécanismes de résistance.Mais Si
I’équilibre de la flore normale et de I'immunocompétence est perturbé, candida peut se
multiplier rapidement et provoquer une candidose, les candida sont devenus des agents
pathogénes nosocomiaux importants(WILLEY,2013).

1.3.-Méthodes d’extraction :

Pour la préparation des différents extraits végétaux nous avons adopté trois méthodes
d'extraction. Il s’agit de D’extraction par reflux dans une solution aqueuse de méthanol, la

macération a I’eau-dichlorométhane et la méthode de Soxhlet par 1’acétate d’éthyle.
1.3.1.-Extraction a reflux :

1.3.1.1.-Principe :

C’est une méthode d’extraction solide-liquide a chaud. Le reflux permet la réalisation d'une
extraction a une température constante (température de reflux) égale a la température d'ébullition du

solvant. Ainsi le solvant s’évapore et le réfrigérant recondense les vapeurs qui retombent dans le
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ballon, permettant au solvant d’étre ainsi recyclé. Le chauffage (augmentant solubilité et transfert
de matiere), I’ébullition (agitation) et le reflux(recyclage du solvant) permettent une extraction
efficace avec un appareillage relativement simple. Le chauffage a reflux est utilisé pour extraire

efficacement des composés phytochimiques(BONY, 2013).
1.3.1.2.-Mode opératoire :

100 grammes de la poudre végétale est misent dans un ballon de 500 ml capacité avec
suffisamment de la solution aqueuse de méthanol (2:1) (2/3 de méthanol etl/3 d’eau distillée). Le
ballon est surmonté par un réfrigérant et fixé a 1’aide des pinces et d’un support. Le mélange est
porté & ébullition & 50° C pendant 06heures (figurell).L’homogénat est refroidi et filtré a 1’aide
d’un papier filtre. Pour éliminer le méthanol, le filtrat est soumis a une évaporation sous vide a

I’aide d’un rotor vapor pendant 2 a 3 heures (figurel2).

Sortie de ’eau

Réfrigérant

Support

Entré d’eau

Ballon de 500 ml

Chauffe ballon

Figurell :Montage d’extraction a reflux (Originale, 11 février2018).
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Réfrigérant

Ballon de récupération

Ballon

Bain -marie

(BEN LEKHDIM et DAOUADI, 2018)

Figurel2:Montage d’évaporation (Originale, 12 février,2018) .

1.3.2.-Extraction par Soxhlet :

1.3.2.1.-Principe :

L’extraction par Soxhlet est une méthode simple et convenable permettant de répéter
infiniment le cycle d’extraction avec du solvant frais jusqu'a I’épuisement complet du soluté dans la
matiére premiere (figure 13).11 est composé d'un corps en verre, dans lequel est placée une
cartouche en papier-filtre épais (une matiere pénétrable pour le solvant), d'un tube siphon et d'un
tube de distillation. Dans le montage, I'extracteur est placé sur un ballon contenant le solvant
d'extraction. Le ballon est chauffé afin de pouvoir faire bouillir son contenu. La cartouche contenant
le solide a extraire est insérée dans l'extracteur, au-dessus duquel est placé un réfrigérant servant a
liquéfier les vapeurs du solvant (PENCHEV, 2010).

1.3.2.2.-Mode opératoire :

Placer, dans 1’appareil a extraction la cartouche contenant la prise d’essai broyée (25g).
Cette derniére est ensuite introduite dans un extracteur de type Soxhlet fixé sur un ballon qui
contient 500 ml du solvant et surmonté d’un réfrigérant. Verser dans le ballon la quantité nécessaire
(200ml) d’acétate d’éthyl. La température de chauffage est légérement réglée au- dessus de la
température d’ébullition du solvant d’extraction 77°C pendant un temps nécessaire a I’épuisement

du végétal.
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L’indice d’épuisement de notre échantillon est donné par la clarification du solvant
d’extraction dans le siphon du Soxhlet . Aprés épuisement, nous avons transvasé 1’extrait dans un
autre ballon puis nous avons concentré a sec 1’extrait dans un évaporateur rotatif muni d’une pompe

a vide a une température 70°C pour éliminer le solvant.

—_— Sortie de I’eau

—— ——— Réfrigerant

Entré d’eau

cartouche

Siphon

Solvant d’extraction

Chauffe ballon

018)

Figurel3:Montage d’extraction par Soxhlet (Originalel2 février,2018) .
1.3.3.-Macération :

1.3.3.1.-Principe :

La macération consiste souvent a faire tremper les plantes dans de I’eau froide ou autre
solvant pendant plusieurs heures. Un solvant est un liquide qui retient les principes actifs de la
plante. I convient de bien sélectionner le solvant en fonction de la plante que I’on utilise(SOPHIE

et EHRHART, 2003).

1.3.3.2.-Mode opératoire :

Le poids de la matiére végétale séchée est de 50g. Les parties aériennes sont coupées en
petits morceaux et macerées dans le dichlorométhane- eau pendant 24 heures. Ensuite la filtration

est effectuée sous vide a I’aide d’une fiole a vide et d’un entonnoir. Le résidu sec est jeté alors que

le filtrat recueilli est soumis a une évaporation sous vide dans un rotor vapor vide a une température
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37°C pour éliminer le dichlorométhane (BOUZIANE,2012) (Figureld).Le produit obtenu est un

extrait aqueux qui servira aux tests biologiques.

Figurel4 :Extraction par macération(Originale 11 février, 2018) .
|.4.-Etude phytochimique :

1.4.1.-Principe :

En effet, le criblage phytochimique consiste a réaliser des tests phytochimiques qualitatifs,
basés sur des réactions de coloration ou de précipitation plus ou moins spécifiques a chaque classe
de principes actifs. Les groupes phytochimiques sont nombreux, mais les principaux sont les
polyphénols totaux,les composés azotés et les terpénoides(YEMOA, 2008).

1.4.1.1.-Recherche des composes phénoliques :

Les composés phénoliques ou polyphénols forment une grande famille de composés
chimiques tres divers depuis les simples acides phénoliques jusqu’aux grandes polymers complexes
Ja structure de base est le phénol, un cycle aromatique hydroxylé (HOPKINS, 2003). lls sont
divisés en plusieurs catégories :

1.4.1.1.1.- Les tanins (Cys), :

Le terme tanin provient d’une pratique ancienne qui utilisait des extraits de plantes
pour tanner les peaux d’animaux, autrement dit pour transformer une peau en cuire (HOPKINS,
2003) (Figurelb).
1.4.1.1.1.1.- Effet biologique :

Le role biologique des tanins dans la plante est lie a sa propre protection contre les
affections, les insectes et les animaux herbivores en plus de la protection contre les attaques
fongiques et bactériennes, ils sont dotés d’un certain pouvoir astringent, par lequel on explique leurs
propriétes vasculoprotectrices, cicatrisantes et anti-diarrhéiques, les tanins sont des donneurs de

protons aux radicaux libres lipidiques produites au cours de la peroxydation, des radicaux tanniques
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plus stables sont alors formes, ce qui a pour conséquence de stopper la réaction en chaine de ’auto
oxydation des lipides (LAHMER et MESSAI, 2017). Les tanins sont considérés comme des anti-
nutriments grace aux divers effets nuisibles a savoir la digestion réduite des aliments, la faible
biodisponibilité des micronutriments et les dommages du foie, aussi qu’ils permettent de stopper les

hémorragies (HONG, 2001).

De nos jours, on distingue deux catégories de tanins :les tanins condensés et les tanins
hydrolysables(HOPKINS, 2003 ).

OH
OH

'i

H,
'DH

JLOH

HO™ ”““

QOH

Figurel5:Structures des tanins ( LAHMER et MESSAI, 2017).

1.4.1.1.1.2.- Identification des tanins :

La réaction au chlorure ferrique (FeCls) a permis de caractériser les tanins. A 2ml de chaque
extrait-nous avons ajouté quelques gouttes d’une solution de(FeCls) a (1%).le mélange est incubé
pendant 15 min a 50°C. La présence des tanins est indiquée par coloration verdatre ou bleu-noire
(BENDIF, 2017).

1.4.1.1.2.-Les flavonoidesC6-C3-C6 :

Les flavonoides constitué de deux noyaux benzéniques A et B relies par un cycle
pyranique central C1. Ils différent les uns des autres par la position des substitutions sur les noyaux
A et B, et la nature de C (Figurel6). Les flavonoides sont répartis en différentes catégories dont les
plus importantes sont les flavonols, les flavones, les flavanols, les isoflavones, les flavanones, et les
anthocyanes. Ces molécules se rencontrent a la fois sous forme libre, mais sont tres souvent liés
avec des sucres, on parle alors d’hétérosides constitués d’une partie phénolique aglycone ou génine

associée a un sucre (SAFFIDINE, 2012), ainsi que les groupes hy-droxyles augmentent leur
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solubilité dans 1’eau, d’autres substitutions tels que les méthyles et les isopentyls, rendent les

flavonoides lipophiles (LAHMER et MESSAL, 2017).

Figurel6:Structure de base des flavonoides (LAHMER et MESSAI, 2017).

1.4.1.1.2.1.-Effet biologique:

Les flavonoides impliqués dans les processus de défense de la plante contre les infections
bactériennes et virales. Ils agissent comme des pigments ou des co-pigments. lls Peuvent moduler
la distribution d’auxine, comme elles fonctionnent comme des signaux moléculaires de
reconnaissance entre les bactéries symbiotiques et les légumineuses afin de faciliter la fixation de
I’azote moléculaire. Agis sur la régulation de 1’élongation des tiges et interviennent dans la maturité
des fruits. Ils sont a l’origine des golts amers et astringents afin de repousser les animaux
herbivores(HARRAR, 2012).De plus, les flavonoides sont impliqués dans la photosensibilisation, le
transfert d'énergie, les actions d'hormones de croissance (de plante) et des régulateurs de croissance,
le contrdle de respiration et la photosynthése, morphogeneses et la détermination sexuel(CUSHNIE
et  ANDREW,2005).0n attribue a ces flavonoides des propriétés variées:veinotonique,
antitumorale, anti-radicalaire, anti-inflammatoire, analgésique, anti-allergique, antispasmodique,
hépatoprotectrice, oestrogénique et/ou anti-oestrogénique ....etc.lls sont également connus pour

moduler I’activité de plusieurs enzymes ou de récepteurs cellulaires (TOUAFEK, 2010).

1.4.1.1.2.2.-1dentification des flavonoides :

1.4.1.1.2.2.1.-Test d’anthocyanes :

Le test d’anthocyanes consiste a mettre 2 ml de chaque extrait on ajouter 2 ml d’HCL (2 N)
puis 2ml NH4OH. Une coloration rouge en milieu acide et bleu violacé en milieu basique témoigne

de la présence d’anthocyanes (figurel?).
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R=0H, R'=H : cyanidel
R=R'=0H : delphinidol
R=H, R'=0CH3 : péonidol
R=0H, R'=0CH3 : pétunidol
R=R'=0CH3 : malvidol

Figurel7:Structure générale des anthocyane (KHOLKHAL, 2013).
1.4.1.1.2.2.2.- Réaction a la cyanidine :

Les flavonoides ont été recherchés par la réaction a la cyanidine.5 ml de chaque extrait ont
été ajouté a 5 ml d’éthanol chlorhydrique (éthanol a 95°, eau distillée, HCI concentré a parties
égales en volume) ; on ajout 1 ml d’alcool isoamylique puis quelques copeaux de magnésium. 1l se
produit une réaction de précipitation pendant quelques minutes. L apparition d’une coloration rose
orangée (flavones) ou rose- violacée (flavanones) ou rouge (flavonones, flavanonols) rassemblée
dans la couche surnageant d’alcool iso-amylique indique la présence d’un flavonoide libre
(génine).La réaction a la cyanidine sans ajouter de copeaux de magnésium et chauffer pendant 15
mn au bain-marie. En présence de leucoanthocyane, il se développe une coloration rouge cerise ou

violacée ; les catéchols donnent une teinte brun-rouge (BELFEKIHet al., 2017).
1.4.1.1.3.-Coumarines C6-C3 :

Les coumarines constituent un groupe de lactones largement répandues, issues de la
formation d’un cycle fermé a partir de D’acide hydroxycinnamique (HOPKINS, 2003)
(Figurel8).Les coumarines libres sont solubles dans les alcools et dans les solvants organiques ou
les solvants chlorés alors que les formes hétérosidiques sont plus ou moins solubles dans I’eau
(KHOLKHAL, 2013).
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Figurel8:Structure de base de coumarine (KHOLKHAL, 2013).




Chapitre I- Méthodologie de travail

1.4.1.1.3.1.-Effet biologique :

Les coumarines manifestent diverses activités biologiques, qui varient selon la substitution
sur le cycle benzopyrane, telles que I’activité antifongique, anti-tumorale, inhibitrice de plusieurs
enzymes, antivirale, anti-inflammatoire, anticoagulantes, diurétiques et analgésique. Certaines
coumarines présentent également des propriétés anticancéreuses : elle est immunostimulante et
développerait une activité cytotoxique (BOUTAOUI, 2012).

D’autres sont utilisées comme antibactérienne (BANAHMED, 2009). Elles possédent des
propriétés antioxydants, qui diminuent la perméabilité des vaisseaux capillaires et elles renforcent
leur résistance. D’autres coumarines (asperule odorante, angélique) stimulent les sécrétions
digestives (PIRARD, 2013).

1.4.1.1.3.2.-1dentification des coumarines :

Les coumarines sont révélées a partir de 2 ml de chaque extrait placé dans un tube dans
lequel sont ajoutés 3 ml de NaOH (10%). Apreés agitation de la solution, 1’apparition d'une couleur

jaune indique la présence de coumarines (DAIRA et al., 2016).
1.4.1.1.4.-Quinones libres :

Les quinones sont des noyaux aromatiques avec deux substitutions cétones. Ce sont des
substances colorées et brillantes, en général rouges, jaunes ou oranges et possédant deux fonctions
cétones (Figure 19). Les quinones libres sont solubles dans les solvants organique et insoluble dans
I’eau (CHENNI, 2010).
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Figure 19:Exemples de structures quinoniques (CHENNI,2010).

1.4.1.1.4.1.-Effet biologique :
Elles sont responsables de la réaction de brunissement dans les fruits et végétaux coupés ou
lésés. En plus de fournir une source de radicaux libres stables, les quinones sont connues pour se

complexer de maniere irréversible avec les nucléophiles des acides aminés dans les protéines. Par
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conséquent, les quinones inactivent les protéines et altérent leur fonction. On trouve les quinones
dans les végétaux, les champignons et les bactéries. Les organismes animaux contiennent également
des quinones, comme par exemple la vitamine K qui est impliquée dans la coagulation du sang. Les
quinones sont utilisées dans les colorants, les médicaments et dans les fongicides (KHOLKAL,
2013).
1.4.1.1.4.2.-1dentification des quinones libres :

La présence de quinones libres est confirmée par I’ajout de quelques gouttes de NaOH a 1%,

lorsque la phase aqueuse vire au jaune, rouge ou violet (AISSOUS et BECHARA, 2016).
1.4.1.2.- les composés azotés :

1.4.1.2.1.- Alcaloides :

Les alcaloides sont un groupe de composés azotés, hétérocyclique a caractére basique
(Figure20),présentant généralement une intense activité pharmacologique(TOUAFEK,2010), et

doué de propriétés physiologiques prononcées méme a faible dose.

Ils sont détectés par des réactions de précipitation (capacité de se combiner avec des
métaux) (BENDIF, 2017).Ce sont pour la plupart, des poisons végétaux tres actifs, dotés d'une
action spécifique (TOUAFEK, 2010).
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Morphine (analgésique) ~ Miglitol (antidiabetique) Campthotécine (anticancéreu )

Figure 20:Structure de quelques alcaloides (BERREGHIOUA, 2016).
1.4.1.2.1.1.- Effet biologique :

Les alcaloides exercent une fonction bien spécifique chez les plantes est encore matiere a
débats comme pour d’autre produits secondaires, il existe un certain nombres d’argument en faveur
d’un role défensif (HOPKINS,2003).Les alcaloides ont une activité biologique et a ce titre, ils
entrent dans la composition de nombreux médicaments comme principe actif. Doués de propriétés
physiologiques et toxicologiques remarquables (MERATATE,2013): ils agissent au niveau du

systéme nerveux central qu’ils soient dépresseurs (exp :morphine, scopolamine ;...) ou stimulants
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(strychnine, caféine) ou au niveau du systéme nerveux autonome sympathomimétique (éphédrine)
ou sympatholytique(yohimbine) (BENKIKI,2015), antipaludéens(quinine), pour combattre I'exces
d'acide urique (colchicine), comme substances paralysantes (curare), comme poisons (strychnine,
nicotine), comme stupéfiants (cocaine, mescaline),comme cholinergique (pilocarpine) ou comme
anticancéreux (vinblastine, vincristine)(TOUAFEK,2010).

1.4.1.2.1.2.- Identification des alcaloides :

Les alcaloides ont eté caractérisé a partir des réactifs de de Mayer(1,36gHgCl, ;5g KI ;eau
distillée q.s.p100ml) et de Wagner(2g Kl ;1,27g d’iode ;eau distillé q.s.p100ml).I’addition de 5ml
d’acide chlorhydrique a (1%) a 1ml de chaque extrait ,ce mélange est chauffé au bain marie puis on
divise chaque extrait en deux volumes égaux .un volume est traité par 5gouttes de réactif de Mayer,
I’autre par Sgouttes de réactifs de Wagnerla formation d’un précipité blanc ou brun révéle la
présence des alcaloides(BERREGHIOUA, 2016).

1.4.1.3.-Terpénoides :

Les terpénes sont des substances généralement lipophiles (HOPKINS,2003), qui constituent
sans doute le plus vaste ensemble connu des métabolites secondaires des végétaux (TOUAFEK,
2010).d'une structure basée sur le précurseur isoprene (2-méthyl-but-1-3-diéne), selon le nombre
d'unité isoprénique qui les constituent on distingue les monoterpenes en C10, les sesquiterpenes en
C15, les diterpénes enC20, les triterpénes en C30, les tetraterpenes (C40) et les polyterpénes
(C4000) (BOUTAOUL2012). Ce sont des molécules polyéniques qu’on trouve également dans le
regne animal (TOUAFEK, 2010).

1.4.1.3.1.-Saponines :

Leur nom provient du latin sapo signifiant "savon™ en raison de leurs propriétés a former des
solutions moussantes en présence d'eau .Ce sont des hétérosides de poids moléculaire €levé, qui se
composent d’une partie lipophile I’aglycone (ou génine) et d’une partie hydrophile osidique. Cette
combinaison d’éléments structuraux polaires et non polaires en leurs molécules explique leur

comportement moussant en solution aqueuse (Figure21) (FAKRAQUI, 2016).
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Figure21:Squelette de base des saponines (FAKRAOUI ,2016).
1.4.1.3.1.1.-Effet biologique :

Ces saponines possedent nombreuses activités biologiques, antalgiques, anti-inflammatoires
anticoagulantes(BANAHMED,2009). Les effets des saponosides

variables, bien qu’ils ne soient pas particuliérement toxiques pour les mammifeéres, les saponosides

sur les animaux sont trés

ont un gout amer et acre et provoquent une fois ingérés ,d’importances irritations gastriques .s’ils
sont injectés dans le circuit sanguin ,ils provoquent 1’hémolyse des globules rouges, c’est la sans
doute une conséquence de leur propriétés de détergents et de leur capacité générale a rompre les
membranes (HOPKINS, 2003 ). Les saponines causent un relachement intestinal, augmentent les
sécrétions muqueuses bronchiales et désinfectent les voies urinaires. Elles sont employées comme
diurétique et elles possédent des propriétés cytotoxiques et antitumorales. Les saponines sont aussi
connues par leur activité antifongique (BERREGHIOUA, 2016).

1.4.1.3.1.2.-1dentification des Saponines :

La détection des saponosides est réalisée en ajoutant quelques gouttes d’eau a 2 ml de
’extrait, apres 1’agitation. Apreés 20 min, la teneur en saponosides est évaluée par 1’apparition d’une

mousse (BENDIF, 2017).
1.4.1.3.2.-Stérols et polyterpénes :

Les stérols: sont des constituants des membranes végétales et c’est peut étre 1a leur
fonction principale chez les plantes .lls ne sont pas synthétisés par I'homme et l'animal et ne
peuvent étre apportés que par l'alimentation. Plusieurs études ont démontré que les phytostérols et
les phytostanols réduisent I’absorption du cholestérol dans Dl’intestin gréle (TOUAFEK,2010)

(Figure22).
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Polyterpénes : En général, les polyterpénes ou polyisoprenes se composent de plus de 8
unités d’isopréne (plus de C40). Ces terpénes se trouvent souvent sous deux formes isomeriques
cis- et trans. Le cis-polyisopréne se trouve dans le caoutchouc indien.Charles Marie a créé le mot
frangais caoutchouc a partir de I’expression indienne «cao-tchu », qui signifie « bois qui pleure »
qui est un produit naturel qui s’écoule de 1’écorce d’un arbre (Hévéa Brasiliensis). Il se présente

sous la forme d’un liquide d’apparence laiteuse, appelé latex(BERKAL et BOUCHAMA,2016)
(Figure23).
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Figure22: Exemple de stérols rencontrés chez le régne végétal et animal

(BOUTAOUI, 2012).

Figure23: Structure de caoutchouc(BERKAL et BOUCHAMA, 2016).
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1.4.1.3.2.1.-Effet biologiques :

Le stérol posséde une propriété de pouvoir s’assembler les distingues des phospholipides, ils
ont donc a augmenter la viscosité et a stabiliser les membranes. Quelques stérols pourraient exerce
une fonction de protection (HOPKINS,2003).

Le cispolyisoprene se trouve dans le caoutchouc indien (HARKATI,2011), sur le plan

térapeutique , ces composés n’ont pas des activités biologiques discutées(AYAD,2008).
1.4.1.3.2.2.-1dentification des sterols et polyterpenes :

Ont été recherchés a partir de10 ml de filtrat. Ce dernier évaporé a sec sur bain de sable, le
résidu sec est dissous dans un mélange de 1 ml d’anhydride acétique et 1ml de chloroforme et
ensuite partagé entre deux tubes. L’un servant de témoin et le second contenant préalablement 1 a 2
ml de H,SO,4 concentré. La formation d’un anneau rouge brunitre a la zone de contact des deux

liquides et d’une coloration violette a la couche surnageante révelent la présence des stérols et des

polyterpénes (HADJADJ, 2017).
1.4.1.3.3.-Stéroides :

Les stéroides sont des triterpénes tétracycliques,ils sont synthétisé a partir d’un triterpéne
acyclique. Les stéroides qui possédent un groupement alcool, ce qui le cas chez pratiquement toutes
les plantes (HOPKINS,2003) (figure24).
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Figure24: Structure de squelette de noyau stéroide (GUEDDA et KOULL, 2017).
1.4.1.3.3.1.-Effets biologiques :

Les steroides servant a la synthése des hormones et des vitamines pro-A, Bl, B2, C, D et
K(HONG,2001). Les stéroides sont des substances allélochimiques ayant une action repulsive ou
toxique spécifique aux plantes (DA CONCCEICAO, 2010).
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1.4.1.3.3.-1dentification des stéroides :

La recherche des stéroides est réalisée par I’ajout de5 ml d’anhydride acétique a 5 ml de
chaque extrait, qui sont reprit dans un tube a essai dans lequel sont ajoutés 0,5 ml de H,SO,
concentré. L’apparition d’une coloration violette qui vire au bleu puis au vert indique une réaction

positive (DAIRA et al.,2016) .
1.4.1.3.4.- les glycosides Cardiaques :

1.4.1.3.4.1.-Effets biologiques :

Les hétérosides cardiotoniques exercent leur activité sur le cceur a plusieurs niveaux: force
et vitesse de contraction, frequence, conductibilité. Ces effets se traduisent par des modification
électrocardiographiques couramment observées au cours du traitement: augmentation de la
contractilit¢ (BRUNETON, 1993) .

1.4.1.3.4.2.-Test des glycosides cardiaques :

2 ml de chaque extrait a été dissous avec 2 ml de chloroforme et d'acide sulfurique concentré
a été ajoutée avec précaution pour former une couche rougeatre foncée de couleur brun a l'interface

de I'anneau stéroide indique la présence de glycosides cardiagues (BOUKRI, 2014).

1.4.1.4.-Test des huiles volatiles :

Sont des composants liquides et hautement volatiles des plantes, marqués par une forte et
caractéristique odeur, les terpénes (principalement les monoterpénes) représentent la majeure partie
(environ 90%) de ces composants (BERREGHIOU,2016).

1.4.1.4.1.-Effet biologiques :

Le role des huiles essentielles dans la physiologie de la plante reste encore mal connu.
Toutefois, les parfums émis jouent un role attractif pour les insectes pollinisateurs. Les huiles
essentielles ont des propriétés antitoxiques, antivenimeuses, antivirales et antiparasitaires. DU leurs
vaste utilisation dans les domaines pharmaceutique, alimentaire, cosmétique. Néanmoins, une seule
huile peut avoir plusieurs utilisations a la fois (BERREGHIOU, 2016).

1.4.1.4.2.-1dentification des huiles volatiles :
Leur detection consiste a ajouter a 2 ml d'extrait 0,1 ml d'hydroxyde de sodium (10%) etleur
détection consiste a ajouter a 2 ml d'extrait 0,1 ml d'hydroxyde de sodium (10%) et quelques

gouttes de HCI dilué a 10%, la formation d'un précipité blanc indique la présence d'huiles volatiles
(BOUKRI, 2014).




Chapitre I- Méthodologie de travail

1.4.1.5.- Composés réducteurs :

1.4.1.5.1.- Identification des composés réducteurs :
Pour rechercher des composés réducteurs, nous avons versel ml de chaque extrait avec 2 ml

d’eau distillée et 20 gouttes de la liqueur de Fehling, puis chauffer. Un test positif est révélé par la
formation d’un précipité rouge-brique (BADEREDDINE et MOUSSAQUI, 2014).

1.5.-Activité antimicrobienne:

Les tests de I’activité antimicrobienne des extraits de Péganum harmala ont été réalisés a

I’Hopital Metlili et au laboratoire de I’université de Ghardaia.
1.5.1.-Principe :

L’Objectif de ce test est de déterminer parmi les extraits préparés celui qui a la plus grande
activité inhibitrice des bactéries (Gram-positif et Gram-négatif) et champignons ainsi que la levure.
I’activité antimicrobienne des extraits hydro-dichlorométhanique,hydro -méthanolique et extrait
d’acétate d’éthyl était testée in vitro par la méthode de diffusion des disques en milieu solide. Cette
méthode a exactement le méme principe que celui des tests d’antibiogramme. C'est-a-dire,
I’application de disques imprégnés de principes actifs sur des milieux de culture ensemencés de
microorganismes. La présence de ’activité antimicrobienne, se manifeste par 1’apparition d’une
zone circulaire transparente autour du disque qui correspond a 1’absence de la croissance. Plus le

diamétre de cette zone est grand, plus la souche est sensible.
1.5.1.1.- Mode opératoire :

% Stérilisation du materiel :
L’eau physiologie, les tubes a essai utilisés dans la préparation des suspensions microbiennes

(inoculum) ont été stérilisé a I’autoclave a 121°C pendant 15 min.

% Repiquage des especes microbiennes:

Les tests de I’activité antimicrobienne doivent étre réalisés a partir des cultures jeunes de en
phase de croissance exponentielle. La réactivation des souches s’effectuer par ensemencement de
I’espéce bactérienne dans le gélose nutritive Apres incubation pendant 24 heures a 37°C, un
deuxiéme repiquage est réalisé dans des boites de pétri contenant le milieu sabouraud puis incubée a

25°C pendant 72 heures pour les champignons.
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On racle a I’aide d’une anse de platine quelques colonies bien isolées et identiques de chacune

des souches microbiennes a tester. Décharger 1’anse dans 10 ml d’eau distillée stérile(Figure25).

b-Déchargement les colonies dans des tubes d-Tubes d’enrichissement

Figure25:Etapes de la préparation de 1’inoculum (Originale, 2018) .

% Préparation du milieu :
Les milieux de cultures sont fondus au bain-marie a 80°C, ensuite sont coulés
aseptiquement dans 90 boites de pétri pour former des couches de Smm d’épaisseur, puis

on laisse refroidir les boites de pétrie progressivement(Figure26) .

(BENLEKHDIMetDAOUADI, 2018) (BENLEKHDIM et DAOUADI, 2018)

a-Fondre les milieux au bain -marie b-Remplissage des boites de pétri

- ) n,
mKHDIM 6t DAOUADI, 2018)

c-Refroidissement de milieu de culture

Figure26:Etapes de préparation de milieu de culture (Originale, 2018).
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% Ensemencement :
L’ensemencement est réalisé par écouvillonnage sur boites Pétri, un écouvillon est
trempé dans la suspension, puis 1’essorer en pressant fermement sur la paroi interne du tube.
L’écouvillon est Frotté sur la totalité de la surface Mueller Hinton, de haut en bas en stries

serrées. L opeération est répétée trois fois en tournant la boite de 60° a chaque fois(Figure27)

(BEN'LEKHIDIM e DAOUADI, 2018)

Figure27:Version d’inoculum (Originale, 2018).

% Préparation des dilutions :
Les extraits sont préparés a différentes concentation 0% ,25 %,50% ,75% et 100% on

fait des dilutions qui sont dissoutes dans I’eau distillée stéril.
% Préparation des disques :

Des disques (patchs) de 5mm de diametre ont été découpés sur du papier Watman n°1 puis
séché sur une lampe UV pendant 15min. A 1’aide d’une pince stérile et sous une hote bien propre et
stérilisée, les disques ont été déposés sur la surface du milieu ensemencé, et rapidement a I’aide
d’une micropipette les disques sont chargés par 10ul de chaque concentration préparée

précédemment(Figure28).

BIOBASE

Figure28: a -Séchage des disques sur une lampe UV ; b-Dépobt des disques (originale, 2018).

De méme les antibiogrammes réalisés avec des disques contenants des antibiotiques
Ofloxacin(témoin positif) appropriés préts a I’emploi ont été utilisés pour la comparaison avec les
résultats des extraits testés et les disques Watman imprégnés de 1’ acétate d’éthyl pour D’extrait
d’acétate d’éthyl et I’eau pour les autre extrait (témoin négatif). Finalement, les boites de Pétri sont

incubées.
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 Analyse des données (lecture) :

Elle consiste a mesure avec précision les diameétres des zones d’inhibition a 1’aide d’une régle a

I’exterieur de la boite.
% Diameétre d’inhibition et signification :

Elle consiste a mesurer avec précision les diamétres des zones d’inhibition a 1’aide d’un pied

a coulisse a I’extérieur de la boite :

Diameétre <5mm: absence d’activité.
Diamétre entre5et 10mm: activité faible.
Diameétre entre10et 16 mm: activité moyenne.

Diametre > 16mm: activité tres fort.
1.6.-Analyse statistique :

Les traitements des données obtenues fait appel a des approches statistiques. Les résultats
obtenus pour chaque paramétre seront interprétés statistiquement a 1’aide du logiciel Statistica
version 2011. L’analyse de la variance ANOVA permet suivant le niveau de la signification et
déterminer 1’influence des facteurs étudiés ou des interactions entre les facteurs. La probabilité
inférieure a0, 05 donne un effet significatif et pour une probabilité supérieure a 0,05, il est considére

que Peffet n’est pas significatif.

-
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Résultats et discussion

Les tests phytochimiques permet d’expliqué le pouvoir antimicrobiens observé chez les souches

testées, il consiste a déterminer les différents groupes chimiques contenus dans Peganum harmala

L. a partir des trois extraits (Hydro-méthanolique (Reflux),Hydro-dichlorométhanique(Maceération)

et d’acétate d’éthyl (Soxhlet).

I1.1.-Tests phytochimiques surPeganum harmalaL. :

Le tableau 01 montre le résultat de screening phytochimiques effectué sur leurs parties

aériennes et ceci par une caractérisation qualitative.

Tableau 01- Caractérisation des groupes chimiques dans les extraits de la partie aérienne de

Peganum harmala.

Les classes Groupes chimiques ]
Extraits
des
métabolites
Hydro- Hydro- Par acétate
méthanolique | dichlorométhanique | d’éthyl
(Reflux) (Macération) (Soxhlet)
Galliques - - -
Tanins Catéchiques - - -
Composés
o ) Anthocyanes - - -
phénoliques | Flavonoides _
Cyanidine - - -
Coumarines - ++ -
Quinones libre - + -
Composeés Mayer +++ +++ 4
) Alcaloides
Azotés Wagner +++ +++ +++
Saponosides - - -
Stéroides ++ ++ +
Terpenoides | Stérols et Polyterpénes - - -
Huiles volatiles - - -
Glucoside cardiaques - - ++
Oses Composeées réducteur - - +++

Ces tests ont montrés que les principaux composés majeurs présents en grande quantite sur

les trois extraits sont les alcaloides.

.
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Les stéroides présentent beaucoup plus dans I’extrait Hydro-méthanolique (Reflux)et
Hydro-dichlorométhanique(Macération) que dans acétate d’éthyl (Soxhlet). ce retenue est indiqué

par D’apparition d’une coloration violette qui vire au bleu puis au vert.

Les composées réducteurs sont fortement présents dans 1’extrait d’acétate d’éthyl(Soxhlet)

par la formation d’un précipité rouge brique.

Les coumarines et quinones libre sont présents uniquement dans [’extrait hydro-

dichlorométhanique (Macération).

Les métabolites secondaires de type glycosides cardiaques sont présentent dans 1’extrait

d’acétate d’éthyl uniquement.

Une absence totale des tanins, flavonoides, saponosides, Stérols et Polyterpénes dans les

trois solvants utilisés est enregistrée.

La constatation de la présence d’alcaloides est appuyée par (EL ALLAGUI et al., 2006)
qu’ils indiquent que parmi les espéces suivants ( A.gummifera, C.siliqua, O.natrix, T.patula,
Peganum harmala)l’espéce Peganum harmala est particulierement riche en alcaloides.Ceci est
retenue a la toxicité de cette plante (BEHIDJ-BENYOUNES et al., 2013).Ces composants
possedent une activité Analgésique, antioxydante et Anti-inflamatoire.On leur attribue aussi
certaines propriétés antiallergiques, antiparasitaire et effet pesticide(SEPIDEH, 2016).

Selon MAHDERB et al., ( 2013)les alcaloides dans les grains de Peganum harmala présent
un effet hémolytique sur érythrocytes de chévres, bétail et mouton par l'interaction d'alcaloides avec
les composés des membranes d'érythrocytes de ces animaux.Ainsi les alcaloides inhibent la
croissance et la prolifération des cellules tumoraux avec puissances variables (SEPIDEH, 2016).
L’alcaloide est un arsenal chimique de défense des plantes contre l'attaque des herbivores et des

micro-organismes, la nicotine empéche la croissance des larves du tabac (MUNIZ, 2006).

La plante entiere est riche en alcaloides de type P-carboline tels que: I’harmine et
I’harmaline. Ces derniers sont présent également dans une autre espece du méme genre telle

que:Peganum nigellastrum L. (SASSOUI, 2015) (Figure29).

.
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Figure29:Structure de p —carboline dans différent partaits de Péganum harmala
(HERRAIZ et al., 2010).

Les stéroides présentent une large propriétés pharmacologiques comme [’activité
antimicrobiennes, antipaludique et insecticides (FAN et al., 2015).Les stéroides des plantes ont une
action sur les reins par amélioration du débit sanguin. Cette action augmente la filtration
glomérulaire qui aboutit a accroitre la sécrétion urinaire. Ce qu’il explique I’effet diurétique
(MAKHLOUFI, 2010).

L’existence des composées réducteurs est accord avec ceux obtenus par BENBOTT et ces
collaborateurs en 2013, ou 1’é¢tude phytochimique faite sur 1’extrait éthanolique de diverses parties
de la plante, a donné des résultats positifs pour les alcaloides, les flavonoides, les tanins, et des
résultats négatifs pour les coumarines et anthraquinones(BENTABET-LASGAA,2014). Le contenu
dePeganum harmala L. en composés réducteurs peut étre le raison de 1’effet antioxydant élevé de
Peganum harmalaL. (MAKHLOUFI, 2010).

Concernent Les coumarines et quinones libre, Une espéce de la méme famille est connue par
sa richesse en coumarines ; Zygophyllum geslini Coss (MEDJDOUB, 2006). Le coumarine est
connue pour ses proprietés anti-oedémateusesa fait 1’objet d’études cliniques chez les patients
atteints de cancers avanceés, ils sont capables de piéger les radicaux hydroxyles, superoxydes et
peroxyles, importants dans la prévention de la peroxydation des lipides membranaires, ils ont une
activité antiperoxydante (DAIRA et al., 2016). Les quinones libre stimulent le péristaltisme de
I'intestin gréle et augmentent les mouvements péristaltiques du cdlon(DAIRA et al., 2016).Cet
résultat est similaire avec ceux de BEHIDJ BENYOUNES et ces collaborateurs en 2013,en plus la

présence des tannins catéchétiques, flavonoides, leuco anthocyanes, saponosides et bien sur les

.
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alcaloides et les stéroides en commun, ou I’étude phytochimique faite sur I’extrait aqueux

éthanolique et hexanique des feuilles de P. harmala.

Les glucosides cardiaques comme la digitoxine, la digoxme et la convallotoxine ont une
action directe et puissante sur le cceur, ils aident a maintenir le rythme cardiaque en cas
d'affaiblissement. Ces glucosides sont également diurétiques Ils contribuent a transférer les liquides

des tissus et du systéme circulatoire vers les conduits urinaires (HONG, 2001).

Pour I’absence totale des tanins, flavonoides, saponosides, stérols et polyterpenes. Ces
résultats differe a ABIDI et NAHAL(2016) ou tous les tests sont positifs sauf les stérols et
Polyterpenes sont négatives. La variation qualitative de la composition chimique des extraits de p.
harmala peut étre expliqué par I’influence des facteurs externes : la nature de sol, état de
croissance (BENDIF, 2017). Les agents pathogenes, la température, la lumiére et le taux d’humidité
(AFIF CHAOUCHE, 2015), cette variation dépend aussi du fond genétique (BENDIF, 2017).

L’extrait hydro-dichlorométhanique constitué des coumarines, quinone libre, alcaloides et
stéroides . ces résultats présentent une légere similitude avec BOUABEDELLI et al.,(2016). La
différence concerne la présence d’autres composés tels que antraquinones, saponines, tannins et
flavonoides dans 1’extrait méthanolique et aqueux des grains de Peganum harmala L. récoltée a
Tiaret(BOUABEDEL et al.,2016).

11.2.-Activités antimicrobiennes :

Dans cette partie, les extraits obtenus par des solvants de polarités différentes, de la partie
aérienne de Peganum harmala ont été testés contre une gamme de microorganismes (Escherichia
coli (ATTC25922),Staphylococcus aureus (ATTC25923), Pseudomona aeruginosa(27853),
Salmonella sp, Aspergillus carbonarius, Penicillium glabrum et Candida albicans (ATCC
26790).Le diamétre d’inhibition est mesuré au bout de 24 h pour les bactéries et 72 h pour les
champignons .

Afin de testé I’activité antimicrobienne on a préparé différentes dilutions pour chaque

extrait.

.
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Tableau02 : Les différentes concentrations des trois extrait (Originale, 2018)

Extraits Reflux Macération Soxhlet
Concentrations

100% 280mg/ ml 100mg/ ml 20mg/ml

75% 210mg/ml 75mg/ml 15mg/ml

50% 140mg/ml 50mg/ml 10mg/ml

25% 70mg/mi 25mg/mi 5mg/ml

11.2.1.-Activité des extraits sur les bactéries testées :

Les diamétres des zones d’inhibition des bactéries en présence des différentes

concentrations des extraits et en présence d’un témoin positif (Antibiotique Ofloxacin) sont

consignés dans la figure30.

S.aureus W P. aeruginosa Salmonella SP  m E. coli

30 | 28+0
25
20
15 60
7+0.81 7+0.57 7.0 57 70  8+0
10 7406 540,57 7£0 6540
5
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Figure30 : Effet inhibiteur des trois extraits de Peganum Harmala L. sur les souches bactériennes.
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Les souches E. coli et P. aeruginosa manifestent comme des souches résistantes a tous les
extraits.Concernant Staphylococcus aureus I’extrait d’acétate d’éthyl (Soxhlet)présent une
inhibition uniquement aux fortes concentrations 100%et 75% avec des zones d’inhibition de 1140
mm et 07£0mm respectivement. Pour I’extrait hydro-méthanolique (reflux) il ya une faible
inhibition & des trois concentrations premiers contre Salmonella sp (100%, 75% et 50%) les zones
d’ inhibition mesuré entre 6,5+0mm et 80 mm aussi que dans I’extrait dichlorométhanique
(Maceration) et d’acétate d’éthyl(Soxhlet) dans lequel les zones d’inhibition varié entre 6+0et 7+0

mm.

La résistance de E.coli et P.aeruginosa peut étre due a modification de la cible de ces
souches par des facteurs génétiques (DARABPOUR,2011). Ces résultats sont on accord avec ceux
apportés par BEHIDJBENYOUNES et al.,(2013).ils affirment que E. coli et P.aeruginosa sont trés
résistantes a ’extrait des alcaloides des feuilles de Peganum harmala.La résistance de P.aeruginosa

peuvent implique a des infections nosocomiales(OUIBRAHIM,2014).

(ATTOU,2010 ; BEDDOU, 2015)montrent que ces résultats peuvent étre expliquer par
I’absence des molécules fortement antibactérienne soit la faible capacité des composées

antibactériennes présents dans différents extraits.

Pour S.typhimurium, KHADEMALHOSSEINI et al., (2015) affirment que [’extrait
méthanolique des grains de Peganum harmala a été enregistrées une zone d’inhibition maximal
de 24.0mm a 500mg/ml.

La sensibilité de Staphylococcus aureus peut étre attribué a la différence de la structure
entre les bactéries a Gram positives et ceux a Gram négatives. La paroi cellulaire des bactéries a
Gram positives est constituée d’une seule couche, alors que la paroi cellulaire des bactéries a Gram
négatives a une structure multicouche liée par une membrane cellulaire externe
(Figure31)(LAHMER et MESSAI,2017).
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Figure 31 : La différence entre les parois bactéries a Gram+ et des bactéries a Gam’
(LAHMER et MESSAL, 2017).

L'activité des agents antimicrobiens sur les bactéries gram positif peut s’expliquer par
I’accessibilité ’accessibilité directe de ces molécules aux peptidoglycanes constituant la paroi,
provoquant ainsi la dissolution compléte de cette derniére. Les bactéries perdent alors leur rigidité
et se lysent sous I’effet de leur pression osmotique interne qui rompt leur membrane
cytoplasmique(BERREGHIOUA, 2016).Parmi les hypothéses avancées sur La sensibilité de la
souche Staphylococcus aureus due a la sensibilité des bactéries Gram (+) aux changements
environnementaux externes, tels que la température, le pH et les extraits naturels dus a I'absence de
la membrane externe. Elle est la cause d'un certain nombre de maladies qui affectent les étres
humains et les animaux(BERREGHIOUA, 2016).

LIKEWISE et al., (2012) ont rapporté que un effet inhibiteur d’extrait d’alcaloides
des grains de P.harmala contre certain gramme positive comme Staphylococcus aureus,
Staphylococcussaprophyticus et autre bactérie gramme  négative avec diametre de zone

d’inhibition varié entre 11let 22mm.

L'activité antibactérienne peut étre expliquée par le mécanisme de toxicité vis-a-vis des
microorganismes, qui se fait soit par des interactions non spécifiques telles que I'établissement des
ponts hydrogenes avec les protéines des parois cellulaires ou les enzymes, soit par la chélation des

ions métalliques (tels que le fer) et I’emprisonnement des substances nécessaires a la croissance des

bactéries (LAHMER et MESSAI,2017).
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L’efficacité optimale d’un extrait peut ne pas étre due a un constituant actif majoritaire, mais

plutdt a I’action combinée (synergie) de différents composés (HARRAR,2012).

L'augmentation de l'activité antibactérienne des différentes parties de P. harmala a éeté
observée aux concentrations plus hautes. Cela peut étre dd a une forte concentration d’alcaloides.
Ces métabolites ont la capacité de réagissent avec I’ADN des microorganismes (BENBOTT et
al.,2012).

D’aprés tous les résultats exposés au paravent et les effets inhibiteurs remarquables des
produits actifs étudiés sur les bactéries, ces valeurs restent moins importantes a ceux définis avec

I’antibiotique Ofloxacin.
11.2.2.-Activité des extraits sur les champignons :

Les résultats de I’effet biologiques des extraits a différentes doses sur les champignons , sont

présentés dans la figure32.

m Penicillium glabrum  m Candida albicans Aspergillus carburnum

+
11,6152 11,75+2.36 1340 13+1

10.25+3.40 75,9 79 11+0

9,5+1.29 101

Daiméter d'inhibtion (mm)

25% 509
° 5% 100% | sy
Soxhlet

Macération

Méthode et dilution (%)

Figure32 :Activité antifongique des trois extraits de P.harmala.
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L’effet inhibiteur le plus puissant est obtenu par I’extrait hydro-dichlorométhanique(Macération)
sur Candida albicans, ou la grande zone d’inhibition est de 13+1mm etl 1+Omm avec les dilutions
100% et75% respectivement. Ainsi une action inhibitrice considérable sur cette levure (Candida
albicans) dans I’extrait d’acétate d’éthyl (Soxhlet) dans lesquelles les zones d’inhibition varies
entre 10,75+3,40mm et 11+2,36mm . Les extraits de harmal est inactive face a Aspergillus
carburnum. Les extrait d’acétate d’éthyle(Soxhlet) et d’eau /méthanol (reflux) un potentiel

antifongique contre Penicillium glabrum enter 7£0mm et10+1mm (Figure 33).

DAOUADI, 2018)

Figure 33: Exemple d’effet des différentes extraits sur Penicillium glabrum(Originale,
2018)

L’activité de I’extrait hydro- dichlorométhanique contre Candida albicans serait
due a la présence des alcaloides et des composés quinoniques(LASGAA, 2014). En effet, les
composés terpéniques et plus précisément leurs groupements fonctionnels tels que les phénols et les
aldéhydes lissent avec les enzymes membranaires et dégradent la membrane plasmique des levures.
Ils ont constaté également que les alcools et les lactones sesquiterpéniques avaient une activité
antifongique (GOUDJIL, 2016).

Le résultat de la résistance d’Aspergillus carbonarius peuvent explique que ce type de
champignon peuvent dégrader les composés phénoliques qui leur servent alors de substrats

carbonés et favorisent ainsi leur croissance (BOUMAZA, 2009).

Ces résultats sont confirmés par BEHIDJ-BENYOUNES et al., (2013) mentionnent que
I’extrait d’alcaloides des feuilles donne une zone d’inhibition de 10,33 + 0,33 mm pour I’extrait

aqueux, 11,00 £ 0,57mm pour I’extrait éthanolique et 1’extrait hexanique.
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L’efficacité de [D’extrait d’acétate d’éthyle(Soxhlet) et d’eau /méthanol (Reflux) contre
Penicillium glabrum, montre Cette plante pourrait étre exploitée comme une source d’agents
antifongiques naturels et offre une alternative de lutte biologique contre cette infections fongiques
des plantes.Plusieurs chercheurs attribuent que les stéroides (BOUGANDOURA et
BENDIMERAD, 2002) et le B-carboline tel que harmine et harmaline provoquent l'inhibition
totale de croissance mycélienne de Penicillium(DIBA et al.,2011).

Cependant, les coumarines sont observés comme des phytoalexines et sont des moyens de
défense utilisés par les plantes contre les champignons pathogenes.Les mécanismes de l'action
antifongique des coumarines sont tres complexes. Il a été démontré que les coumarines induisent
des changements morphologiques au niveau de la matrice mitochondriale pour la rendre plus dense.
Ces changements dans la structure mitochondriale peuvent provoquer un manque d'énergie
intracellulaire,inhibant ainsi la mitose (MOHAMMEDI, 2013).

Le pouvoir antifongique était essentiellement dd a la réactivité de la fonction aldéhyde avec
le groupement thiol des acides aminés impliqués dans la division cellulaire. D’autres auteurs ont
démontré que la formation d’un complexe entre le donneur d’¢lectrons et I’aldéhyde induit un
changement de 1’état ionique de la membrane traduisant par un déséquilibre d’échange avec le

milieu extérieur. Ce déséquilibre entraine la mort cellulaire (OUIBRAHIM, 2014).

Les diamétres des zones d’inhibition obtenus par BEHIDJ-BENYOUNES et al.,(2013) n’ont
pas dépassé25 mm, ils se rapprochent de nos résultats et refletent le potentiel antimicrobienne

modéré a faible des extraits de Peganum harmala.

Les résultats obtenus ont indiqué l'existence de composés antimicrobiens dans les trois
extraits testés, et la différence d’activité antimicrobienne entre ces différents extraits issues
dePeganum harmala L.pourrait s’expliquer par la nature des molécules contenues dans chaque
fraction. En effet, il existe des différences de solubilisation des composés phénoliques dans les
solvants polaires ou apolaires, au cours de I’extraction liquide-liquide, les phytomolécules sont
reparties entres les solvants en fonction de leur polarité et leur solubilité. On pourrait en déduire que
les substances antibactériennes contenues dans la partie aérienne de Peganum harmala L. sont plus

solubles dans 1’acétate d’éthyle que dans les autres solvants utilisés (SAFFIDINE,2015).

.
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11.3.- Analyse statistique :

11.3.1.-Effet de la méthode d’extraction :

L’analyse statistique montre concernent l'effet de méthode d’extraction, une différence
significative dans les valeurs des diamétre d’inhibition, cette résultat est montrée par la valeur de

p inférieur & 0.05 est égal 0.00849(figure 34).

methode de'extactions; LS Means
Current effect: F(2, 92)=5,0243, p=,00849
Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
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Figure 34: Effet de la méthode d’extraction sur le diamétre d’inhibition en mm
(Pactivité antimicrobienne).

L’extrait d’acétate d’éthyl de Peganum harmala L. présente ’activité antimicrobienne la
plus élevée, suivie par I’extrait hydro-dichlotométhanolique et en dernier hydro-méthanolique qui
présente une faible activité. Donc la technique d’extraction est une étape trés importante dans la
récupération des composés phytochimique existants dans le matériel végétal ainsi que et dans ’effet

biologique(LEHOUT et LAIB,2015).
11.3.2.-Effet des différentes concentrations et souches:

I’analyse réalisée en fonction des différentes concentrations et différent souches monter
que il y a des différences significatives, donc notre extraits est plus efficace contre Salmonella

sp et C. albicans(figure35) .

.
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Figure 35 :Effet de type de souche / concentration sur diametre d’inhibition en mm
(Pactivité antimicrobienne).

La différence de comportement des souche testées vis —a-vis des extrait peut étre due a
la différence de structure de la paroi des souches microbiennes testées dans la présente étude
(BELKACEMI et KASMI,2010).Ainsi I’analyse montre une relation proportionnelle entre la zone

d’inhibition et la concentration de I’extrait.




a _ I
Conclusion

. /




Conclusion

Conclusion :

Les plantes ont la capacité de produire des substances naturelles trés diversifiées qui
accumulent freguemment des métabolites dits secondaires représentant une source importante de
molécules utilisables dans la thérapie. La recherche actuelle tente de vérifier 'impact de ces
métabolites sur la lutte contre les microorganismes multi-résistantes, et ce en raison de I’innocuité
et du faible colt de ces plantes, ainsi que leur impact sur un grand nombre des microbes. La
présente étude s’inscrit dans le cadre de la valorisation des plantes steppiques Algériennes. Elle a
pour objectif de connaitre la composition chimique et d’évaluer l'effet antimicrobien des trois
extrait foliaires de Peganum harmala L. récoltée dans la région de Metlili.Trois techniques
d’extraction de la plante ont été réalisées. Il s'agit, en I'occurrence de 1'extraction par reflux dans le
méthanol aqueux, I'extraction par Soxhlet par I’acétate d’éthyl et I'extraction par macération dans
le dichlorométhane aqueux. Le produit obtenu qui servira aux tests biologiques.

Pour I’activité antimicrobienne a été déterminée sur sept souches microbiennes, selon la méthode
sur diffusion de disque.
Les analyses qualitatives effectuées ont mis en évidence la richesse de ces extraits en alcaloides et
des steroides avec des variations pour les autres metabolites : coumarines et quinones libre dans
I’extrait hydro-dichlorométhanique, glucoside cardiaques et des composées réducteur dans
I’extrait d’acétate d’éthyl.
Ce travail est complété par 1'étude de 1'action antimicrobienne des extraits végétaux d’El Harmal sur
des souches microbiennes pathogene. Les résultats obtenus révélent que ces extraits présentent une
action inhibitrice moyenne a faible sur les souches testées. On trouve que Salmonella sp et C
albicans sont les plus sensibles, ils présentent des zones d’inhibition maximales de
08+0mmet13+1mm respectivement. Une action moyenne est notée pour S.aureus et Penicillium
glabrum,ils donnent des zones d’inhibition entre 07-0mm et 11+1.5mm respectivement. Ainsi pas
d’effet est enregistré pour les bactéries E. coli, P. aeruginosa et Aspergillus carbonarius.
Enfin, il serait souhaitable et intéressant de :
v' Utiliser d’autres solvants organiques (acétone, n-Butanol , ...) pour extraire le maximum de
composants chimiques.
v' Identifier et d’isoler les métabolites secondaires responsables de 1’activité antibactérienne et
antifongique, a partir des extraits les plus actifs.
v’ Elargir le panel des activités antimicrobiennes in vitro et vivo et pourquoi pas d’autres tests

biologiques : antidiabétique, anticancéreuse et anti-inflammatoire.
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Annexe01-

Matériel et les produits utilisés au laboratoire.

Matériels

Appareils

Produits

s ordinaires-
cristallisoir de 500
ml- Ballons de 500
ml-papier aluminium-
Des béchers en verre
de 100 ml--Un
entonnoir en verre—
Micropiette-boites de
pétrie-Ance de platine
- éprouvette —Spatule-
Tube a essai

-broyeur(marque IKA
modeleM20) pour la
préparation des poudres
végétales séches.

-Une balance de précision
(marque :Ohaus ;modeéle :
PA 214 ) pour la pesée
du matériel biologique.
-Un rotor vapor ( marque
Heidolph ; modele : Hei-
Vab Advantage MLG1B)
pour I'évaporation des
solvants ou pour
concentrer les solutions
durant les différentes
étapes de préparation des
extraits.

-Une
étuve(marqueRaypa ;
modele DO -90) , a 105
°C.

- Hotte a reflux laminaire
horizental(deux
manipulateurs )(marque
Biobase ; modéleBBS-
1300HGS).

-Bec benzene.

-pH meétre .

-Agitateur magnétique .
-Bain-marie a
température constante.
-coupant disques des
papiers filtre .

-autoclave .

- Montage d’extraction a
reflux.

- Montage d’extraction
par soxhlet.

- Réactifs chimiques : Le screening
phytochimique a nécessité divers réactifs : -
Solution de (FeCI3)(1%).- acide chlohydrique
HCL (2 N) -hydroxyde d’ammonium(
NH4O0H) - éthanol chlorhydrique-copeaux de
magnésuim-Alcool isoamylique-hydroxyl de
soduimNaOH(10%)

-hydroxyl de soduimNaOH(1%)-acide
chlohydrique a (1%)--réactif de Mayer-réactif
deWagner--1’eau distillé-anhydride acétique —
chloroforme-

Acide sulfuruque concentré -liqueur de fehling-
HCI dilué a10%.

-Les solvants :

trois solvants de polarité croissante:méthanol
,dichlorométhane, et acétate d’éthyl

-les milieux de culture :

*Gélose N :

Extrait de viande sec 2,5¢
Bacto-peptone 059
Chlorure de soduim 2,5¢
Eau distillee 500ml
Solution de NaOH :0,1N

Agar agar 10g
PH 7274

*Milieu Sabouraud :

Glucose 109

Peptone 05¢

Agar agar 10g

Eau distillée 500ml

PH 6-6,5

Solution de NaOH :0,1N
*Mueller Hinton :
Extrait de levure : 49
Extrait de malate :1,69
Glucose :1,69

Agar agar : 79

Solution NaOH :0,1N

5]
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Annexe 2-
Rendement d’extraction

Le rendement d’extraction correspond au pourcentage du principe actif dissout dans le solvant
organique utilisé pour I’extraction. Déterminé a partir du poids de I’extrait sec par rapport au poids
de la matiére végeétale séche rendue en poudre utilisée pour I’extraction .

Les rendementsdes extraitshydro-dichlorométhanique ,hydro-méthanolique et extrait d’acétate
d’éthyl préparés a partir des parties aériennes de Péganum harmala sont respectivement de 0,694%
et 0,972% et 0,78%.

Le rendement est exprimé en pourcentage massique par rapport a la quantité de matiére séche selon
la formule :

R (%) = [M1/ M0] x 100

R % : Rendement en extraits exprimée en g /100g de matiére séche,
M1 : quantité d’extrait récupérée exprimée en g,
MO : quantité de la poudre végétale utilisée pour I’extraction exprimée en g.

Tableau- Rendements de trois extraits :

extrait hydro- extrait hydro- extrait d’acétate
dichlorométhanique méthanolique d’éthyl
rendement 0,694 0,972 0,78
d'extraction%
rendement d'extraction%o
W extrait hydro-
dichlorométhanique

m extrait hydro-
méthanolique

extrait d’acétate d’éthyl

Figure :Rendement d’extraction des parties aériennes de Péganum harmala.




Résumé :

Afin de contribuer & la valorisation des plantes spontanées réputées pour leurs
vertusthérapeutiques ; le but de notre étude est de rechercher I’effet antimicrobien de
PeganumharmalaL.,une plante médicinale de la flore saharienne algérienne, apres la réalisation de
trois types d’extraction, a reflux dans un mélange de méthanol /eau, au Soxhlet avec ’acétate
d’éthyl et par macération dans un mélange dedichlorométhane/eau. Afin d’identifier les classes
phytochimiques majoritaires présentes dans la partie aérienne de chaque extrait, nous avons eu
recours a des tests phytochimiques par plusieurs méthodes qualitatives basées sur des phénomeénes
de précipitation ou de coloration a 1’aide des réactifs spécifiques.Les résultats obtenus par les tests
phytochimiques montrent la richesse de ces extraits en alcaloides et stéroides avec des variétés
pourles autres métabolites. Nous avons démontré que 1’extrait obtenu par macération permet
d’extraire des coumarines et Quinones libres, tandis que 1’extrait obtenu par Soxhlet contient des
glucosides cardiaques et des composées réducteurs. L’activité antimicrobienne a été déterminée sur
quatre souches bactériennes (Gram+ et Gram-) et trois champignons selon la méthode de diffusion
de disque, en général I’extrait d’acétate d’éthy lobtenu par Soxhlet est actif par rapport aux
autres Spécialement sur les souches Staphylococcus aureus, Penicillium glabrum et Candida
albicans qui enregistrent des zones maximales de 11+1.5mm, 11.75+2.36mm et13+1mm
respectivement, alors que la plus forte activité a été obtenue avec I’extrait dichlorométhane aqueux,
contreC. albicans( 13xOmm).Les propriétés antimicrobiennes observées seraient liées a la
complexité de la composition chimique et la synergie entre eux. La richesse des extraits de
Peganum harmala en alcaloides et stéroides....etc et leurs pouvoirs antimicrobien pourrait
justifier le bien-fondé de certaines vertus thérapeutiques accordées a ces plantes en médecine
traditionnelle.

Mots clés :Peganum harmala ,métabolites secondaires, effet antimicrobien.



Abstract:

In order to contribute to the valorization of the spontaneous plants known for their therapeutique
virtues;the purpose of our studies is the valorisation of saharan medicinal plantePeganum
harmalaL.by characterizing it’s with phytochimical screening and evaluating it’s antimicrobial
activity of three leaves extracts. Leaves of the plant were subjected to extraction with reflux in
méthanol /water , the extract of éthyl acetate were extracted with Soxhlet ,whereas extrait
dichlorométhane /water was obtained by maceration .

To identify the mostimportante phytochemical classes in aerial parts of these extracts of the plant,
wehave been using phytochemical by several qualitative methods based on precipitation phenomena
or staining with specific reagents.

The results obtained by the phytochemical show the richness of this extracts  with alkaloids and
steroids...... etc.

We have shown that aqueus dichlorométhane is the extractor of coumarins and quinines
libre,while éthyl acetate has the ability to extract of cardiac glycosides and reducing compounds .
The antimicrobial activity of the extracts towards four bacterial strains (Gram+ and Gram-) and
three fungi strains was assessed using to the disc diffusion agar; generally the extract of éthyl
acetate has developed hight inhibitory effect to the others . Especially Staphylococcus aureus,
Penicillium glabrum and Candida albicanswhich are registered maximum areas (11£1.5mm,
11.75¢2.36 mmand 13 + 1mm),while the strongest activities obtained with
theextractdichlorométhane /water , on C. albicans(13+1mm).Antimicrobial properties observed are
related to the complexity of the chemical composition and the synergy between them. The richness
of the extracts of P.harmalain alkaloids and steroids her antimicrobial powers could justify the
validity of certain therapeutic virtues granted to these plant in traditional medicine.

Key words :Peganum harmalaL, secondary metabolites, antimicrobial effect.
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