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Résumé

Peganum harmalaconnue également par Harmel, est une plantentageutilisée

dans la médecine traditionnelle algérienne poutetrane variété de troubles.

L’objectif de cette étude est d’évaluer l'activégtioxydante et l'activité
antimicrobienne de cing extraits (Aqueux, Méthana, Chloroformique, Hexane et Acétate
d’éthyle) des grains deeganum harmalajne plante médicinale de la pharmacopée

traditionnelle de I'Algérie.

L’étude de I'activité antioxydante des extraits desins dePeganum harmalaen
utilisant ainsi trois techniques : piégeage duceldPPH, radical cation ABTS+ et le
pouvoir réducteur, ces technigues montrent quelesuextraits de la plante étudiée
présentent des propriétés antioxydantes. L’extmaihanolique est le plus actif avec IC50 de
0.34, 0.4 et 1.5 mg de poids des grains secs sssD@PH, le pouvoir réducteur et le test du

radical cation ABTS+ respectivement.

L’effet antimicrobien des extraits a été évaluélpdest de diffusion sur I'agar vis-a-
vis de dix souches microbiennes. Les résultatdeatvgque seul I'extrait aqueux et
méthanolique ont exercés un effet antibactériemsatre souches et une levure, et que
I'extrait méthanolique posséde la meilleure at#iantifongique sur les trois souches

utilisées.

L’étude phytochimique montre que la plante esteieh polyphénols, surtout
I'extrait méthanolique et agueux avec des valearS.84, 4.22 mg EAG/g de poids des grains
secs respectivement. Par ailleurs, la teneur gorfl@ides est trés importante dans I'extrait
aqueux avec 0,42 mg EQ/g de poids des grains secs.

Mots clés:Peganum harmalgActivité antioxydante, polyphénols, flavonoidBsPH,
réduction du radical cation ABTS+, pouvoir réductectivité antifongique, Antibactérien.



Abstract

Peganum harmala, also known by Harmel, is a péagely used in Algerian

traditional medicine to treat a variety of disosler

The objective of this study was to evaluat theaxyiilant activity and the antimicrobic
activity of five extracts (Aqueous, Méthanoliqudyl@oformic, Hexane and Acetate of ethyl)
of the grains of Peganum harmala, a medicinal béthe traditional pharmacopeia of
Algeria.

The study of the antioxydant activity of the extsagf the grains of peganum harmala
by using three techniques: trapping of radical DPRdical cation ABTS+ and the reduction,
these techniques show that all the extracts oftindied plant present antioxydant properties.
The extract methanolic is most active with IC5®@#4,0.4 and 1.5 mg of weight of the dry
grains of tests DPPH, the reduction and the tesdital cation ABTS+ respectively.

The antimicrobic effect of the extracts was evaddiy the test of diffusion on agar
with respect to ten microbial strains. The restdigeal that only the extract aqueous and
methanolic exerted an antibacterial effect on &itains and a yeast, and that the extract

methanolic has the best antifungal activity onttiree strains used.

The phytochimic study respectively shows that tlaatas rich in polyphénoles,
especially the extract methanolic and aqueous valhes of 5.94, 4.22 mg EAG/g of weight
of the dry grains. In addition, the teneures indlaoides is very important in the aqueous

extract with 0.42 mg EQ/g of weight of the dry gisai

Keywords: Peganum harmalaAntioxidant activity, polyphenols, flavonoids, BA,

reducing the radical cation ABTS +, reducing poveertjbacterial, antifungal activity.
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Introduction

Un complément alimentaire comme son nom l'indigsert a compléter un régime
alimentaire normale, son but est d’aider notre wisyae a garder la santé voire a I'améliorer.
Parmi ces substances on trouve les vitaminesmiréraux, les plantes et les extraites des
plantes.

La médecine par les plantes n'a pas d'age. Odesaiburce sure que les Egyptiens de
I'antiquité utilisaient de trés nombreuses plaméslicinales.

Cette pratique traditionnelle, a permis de décou\iilisation de nombreuses plantes
apres expeériences sur le terrain. De plus ellenassivement employée dans certains pays en
voie de développement.

L'Algérie posséde une flore riche et diversifiéarmi les plantes médicinales qui
constituent le couvert végétal, se trouve I'esp&eganum harmaladargement distribuée
surtout dans les régions arides et semi aridedisééis en médecine traditionnelle parce
gu’elles renferment plusieurs molécules douées tidites thérapeutiques, Cette plante
largement utilisée pour traiter différents troutdégestifs, cutanés, infectieux...etc.

Dans ce contexte s’inscrit le présent travail deheeche dont le but principal est
d’étudier I'activité antioxydante et antimicrobienrdes différents extraits dBeganum
harmala.

Dans ce présent travail, nous sommes fixés lestilsjsuivants :

» La détermination de la teneur en polyphénolsasioihoides des différents extraits obtenus a
partir des graines deeganum harmala

» L’étude de l'effet piégeur (effet scavenger) degats des graines deéeganum harmala
envers le 2,2-diphényl-1-picryl-hydrazyl (DPPH).

» L'étude de la capacité des extraitsRbEyanum harmala piéger le radical-cation ABTS+.

e L’étude du pouvoir réducteur des différents eidra

» Evaluation de l'activité antibactérienne des didrale Peganum harmalasur quatre
souches par le test de diffusion sur l'agar.

» Evaluation de l'activité antifongique des extraits Peganum harmalaur cing souches

fongique.



Conclusion

Les plantes médicinales restent toujours la sofiatde des principes actifs connus
par leurs propriétés thérapeutiques. Une étudeagsiétés antioxydante et antimicrobienne
a concerné une plante appartient a la familleZdg®phyllaceagemployée en Algérie grace a
ses propriétés thérapeutiques.

Quantitativement, I'évaluation du contenu des pb&mwls totaux en adoptant la
méthode de Folin-Ciocalteu révele la présence dastijés importantes en polyphénols. De
méme nous avons dosé les flavonoides par la méthiadel3 qui nous mene a conclure que
cette plante contient une quantité considérablgastenoides. Il ressort de ces analyses que la
plantePeganum harmalast riche en polyphénols et flavonoides.

Le potentiel antiradicalaire des extraits a étéemdiné par la méthode de DPPH,
réduction du radical-cation ABTS+, et le pouvoduéteur dont les résultats montrent que ces
extraits possedent une meilleur activité, doncecptante contient des molécules qui sont
considéréees comme des agents antioxydants de peepiaésse et peuvent étre employées
pour des applications thérapeutiques, sachanteguantioxydants contribuent de maniére trés
efficace a la prévention des maladies telles quaneer, et les maladies cardiovasculaires.
Au cours de cette étude nous avons realisé égatenmetest antimicrobien vis-a-vis dix
souches pathogeéenes, les résultats microbiologiqusmontré que I'extrait aqueux et
méthanoligue dePeganum harmalaont une action trés forte sur toutes les espéces
bactériennes testées. Et que seul I'extrait métltpreo a exercé une activité antifangique
considérable sur trois souches, les deux autgsarium solani.var.coeruleuet Aspergilus
flavusont manifesté une résistance pour tous les extrait

A la suite de ces résultats, il serait donc ingant d'étendre I'éventail des tests
antioxydants et antimicrobiens ainsi que l'isoleimeinla caractérisation des composés actifs
dans les difféerents extraits en vue d’identifies ldifféerentes molécules responsables des
différentes activités biologiques de cette plante.

Dans des études ultérieures il faut faire :

» Une Etude in vivo est souhaitable, pour obtenir vune plus approfondie sur les activités
antioxydante et antimicrobienne des extraits deeqaante.

» De méme, des études a I'échelle moléculaire satgssaires pour déterminer, d'une part
les composés de la plarPeganum harmala(Notamment ce qui concerne l'identification et
la purification des composés phénoliques et de®filaides) qui peuvent étre responsables de
tels effets et d’autre part, le mécanisme absotugqEpiel ces composés accomplissent leurs

effets biologiques.
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Conclusion

» Etude d'autres effets biologiques tels que I'eHiati-inflammatoire, anti hémolitique et

anti arthritique...etc.
» Evaluation du risque toxicologique de la plantet@sicité aigtie, subaigtie et chronique),

tératogénese, mutagénese.
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Résultats et discussion

Résultats
lll. 1. Teneur en poly phénols et flavonoides

[ll. 1. 1. Teneur en poly phénols

La teneur des différents extraits giesnes dd>eganum harmalan polyphénol a été
déterminée par la méthode du Folin-Ciocalteu etimé@e en mg EAG/g de grains sekss
concentrations des polyphynols ont été calculgestir de I'équation de régression de la
courbe d’étalonnage de I'acide gallig(Annexe 1V).

La teneur en polyphénols des différents extragtigevde 0,1 a 5,94 mg EAG/g de
grains secsll est clair que I'extrait méthanolique est le phiche en polyphénol (5,94 mg
EAG/g de grains secs) suivie par I'extrait Aquedx2Pmg EAG/g de grains secs), I'extrait
Acétate d’éthyle (0.23mg EAG/g de grains secsktiat Hexane (0.15mg EAG/g de grains
secs) et I'extrait chloroformique (0.1mg EAG/g daigs secsfTableau 01).

Tableau 01 :Teneur en polyphénols totaux dans les différentsmigx de graines deeganum

harmala
Extraits Teneur en polyphénols totaux
mg EAG/g de grains secs
E Aqu 4,22
E Met 5,94
E Hex 0,15
E Chl 0,1
E Act 0,23

[ll. 1. 2. Teneur en flavonoides

Les concentrations des flavonoides tintélculées a partir de I'équation de régression
de la courbe d’étalonnage de la quercétkrmexe V).

L’estimation de la teneur en flavonoides est réalipar la méthode de trichlorure
d’aluminium, et les résultats obtenus varient eftd?2 mg EQ/g de grains secs pour I'extrait

aqueux a 0.001mg pour I'extrait d’hexaf@lfleau 02)
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Tableau 02 :Teneur en flavonoides dans les différents extdatBeganum harmala.

Extraits Teneur en flavonoides

mg EQ/g de grains secs
EAqu 0,42
Emet 0,12
EHex 0,001
EChI 0,015
EAct 0,013

Les résultats montrent que I'extrait aqueux a wreefteneur en flavonoides (0, 42
mg/g de grains secs) par rapport a celles dessaaiaits, I'extrait Hexane a une faible
teneur (0,001 mg EQ /g de grains secs).

lll. 2. Activités biologiques

. 2. 1. Activité Antioxydante
[ll. 2. 1. 1. Inhibition du radical DPPH

L’inhibition de radical DPPH, est exprimée en IC&® paramétre est défini comme
étant la concentration efficace de I'extrait capatié piéger 50% des radicaux DPPH dans le
mélange réactionnel, ou I'activité la plus forterespond a I'lC50 la plus faible.

Les résultats de l'activité anti radicalaire de redraits montrent que I'extrait
méthanolique est le plus actif avec un IC50 dd%.8rableau 03.
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Tableau 03: IC50 des différents extraits @@ganum harmalaour le test de DPPH.

Extrait IC50 mg /g de grains secs

E hex 95

E acét 6,48

E chlo 5,8

E mét 0,34

E aqu 2,62
Quercétine 2,20
Acide gallique 0,43
Acide ascorbique 2,20

Les standards utilisés sont I'acide gallique, a@deorbique et quercétine qui ont
montrés une activité antioxydante puissante aveclG80 de I'ordre de 0.43, 2 .20 et 2.20
mg /ml respectivement.

[ll. 2. 1. 2. Réduction du radical-cation ABTS+

Le test de réduction de radical ca#®@irS+ est déterminé en comparant les IC50
trouvés avec un antioxydant de référence Tréhmnexe V).

Les résultats de test de réduction adical cation ABTS+ ont montré que les
différents extraits des graines Beganum harmalgiegent les radicaux ABTS avec des IC50
de l'ordre de 1.5, 30.4, 42.80, 56.3 et 98,80 mg@déns secs pour I'extrait méthanolique,
chloroformique, Aqueux, Hexane et Acétate d'thgespectivemeniT@bleau 04.

Tableau 04 les IC50 des différents extraits Beganum harmalaour le test d’ABTS.

Extrait IC50 mg de grains secs

E Hex 56,3
E Acét 98,80
E Chlo 30,4
E Mét 1,5
E Aqu 42,80
Acide gallique 14
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[ll. 2. 1. 3. Pouvoir réducteur

Le pouvoir réducteur des extraits Beganum harmalast mesuré par la réduction
directe de F& (CN)gen une forme ferreuse £e(CN)g qui est déterminée par la détection
spéctrophotométrique du complexe{FdFe’ (CN)¢]s ayant une forte absorption & 700 nm.

Les résultats montrent que les extraitsRgyanum harmalgossédent un pouvoir
réducteur remarquable, concentration-dépendantajistaque I'acide gallique et l'acide
ascorbique montrent une activité réductrice maxendabOug/ml (Annexe 1V).

Le pouvoir réducteur des extraits deplnte augmente avec l'augmentation de la
concentration, on observe que I'extrait méthanaiqa un pouvoir réducteur le plus élevé

suivait de I'extrait aqueufFig07).
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Figure 07: Pouvoir réducteur des différents extraitPgganum harmala.
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lll. 2. 2. Activités Antimicrobiennes

Nous avons étudié vitro le pouvoir antimicrobien des extraits isolés REsganum
harmalapar la méthode de diffusion sur un milieu gélodéepMueller-Hinton et la gélose
nutritive pour les bactéries et le milieu PDA p&as champignons.

L’activité antimicrobienne des extraits a été eéenen termes de diamétre de la zone

d'inhibition autour des puits contenant les exrait tester vis-a-vis de dix (10) germes
pathogénes dont (4) bactéries GfanGram et (5) champignons et une levure

L’effet inhibiteur de la croissance des germesmanhifesté par les deux extraits,
I'extrait aqueux et I'extrait méthanolique a padiune concentration mére de 300 mg/ml, sur
les 04 souches bactérienn&slfmonella typhimuriumet Escherichia coli Bacillus cereus, et
Staphylococcus aureys)a levure Candida albicans et 03 champignonsPhytophthora
infestans, Aspergillus niger, Fusarium oxysporutesthtendahlf.sp.albedinis

L'extrait d’hexane, d’acétate d'éthyle et de cbforme n’ont, cependant, produisent
aucun effet vis-a-vis de toutes les souches testées

Le DMSO a été testé, les résultats montrent qIM&O est approprié et ne présente
aucun effet sur la croissance normale des soucluesbiennes.

[ll. 2. 2. 1. Résultats d’antagonisme
a- Antibactériennes

L’activité antibactérienne des extraits Beganum harmala été testée vis-a-vis de
cing souches bactériennes via la méthode de diffiusiir 'agar (GN). Les résultats révelent
que l'extrait méthanolique et I'extrait aqueux Beganum harmalaexercent un effet
antibactérien considérable sur toutes les soudrasdau 05)

Cet effet demeure plus fort par rapport a celdiataoxicilline, utilisée comme
antibiotique de référendé&ig 08).

L’antibiogramme consiste a chercher dansibilité des souches vis-a-vis des
antibiotiques, le tableau ci-dessous rapporte l@geus en mm des zones d’inhibitions
manifestées par les extraits et I'antibiotiquelsardifférentes souches étudiées.
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Tableau 05.Diamétres des zones d'inhibition de la croissaramévienne induites par les

extraits aqueux et méthanoliqueleganum harmalat par 'amoxicilline.

Diamétre des zones d’inhibitions (mm)
Souches Contréle | Amoxicilline E Aqu E Met
négatif
Staphylococcus 0 20/20 14/14 22/23
aureus

Salmonella 0 0 10/10 20/15
typhimurium

Bacillus cereus 0 0 19/17 33/34

Escherichia 0 17/17 16/19 17/15

coli

L’extrait méthanolique d&eganum harmalgprésente un effet inhibiteur trés
important sur la croissance 8eaphylococcus aurelfsig 08) cet effet est presque similaire a

celui de I'amoxicilline.

-r_r:_F"'-

Amozicilline

Extrait méthanolique

Figure 08 : Zones d’'inhibition de la croissance 8&aphylococcus aureusduites par

I'extrait méthanolique et 'amoxicilline.
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Nous avons effectué des dilutions au demi. Lesltasuapparaissent sous forme des
zones claires autour les puits
» Extrait méthanolique :

On a choisies la soucl8taphylococcus aureugpur présenter notre résultat; I'extrait
méthanoligue dePeganum harmalaprésente un effet inhibiteur trés important sar |
croissance deStaphylococcus aureusCet effet avait diminué graduellement avec la
diminution en concentration (300 ; 150 ; 75 ; 3718,75mg/ml)Fig 09).

Comparativement avec le témoin, qui présent uniesance normale de la souche.

Et qui contient le DMSO a la place de I'extrait (SO ne présent aucun effet sur la
croissance de la soucBgaphylococcus aurejs

concentration -300:150:75 : 37,5 et 18,75 mg'ml Témoin

Figure 09: Inhibition de la croissance &taphylococcus aurewss -a- vis les concentrations
de I'extrait méthanolique.

Selon I'histogramme ci desso(Big 10), on remarque que le diametre des zones
d’inhibition au tour des puits diminue avec la dwmiion de concentration en extrait
méthanolique.

Pour la souch8acillus cereusa 300 mg/ml le diamétre d’inhibition est de 32 nam,
(150; 75; 37,5; 18,5 mg/ml) le diametre d’inkidm est de (28; 21; 18; 13 mm)

respectivement.
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coli, (D); Staphylococcus aurees$(E); Candida albicans

32




Résultats et discussion

» Extrait aqueux :

L'extrait aqueux dePeganum harmalgrésente un effet inhibiteur de la souche
Bacillus cereuset cela pour les trois premiéres concentration® (360 ; 75mg/ml) testées
en extrait(Fig 11).

Concentration - 300 ; 150 ;75 ;375 et Témoin
1875 mg/ml

Figure 11: Inhibition de la croissance @acillus cereupar les concentrations de I'extrait
aqueux.

L'extrait aqueux dePeganum harmalgrésente un fort effet inhibiteur de la souche
(Candida albicans, Bacillus cereusvec un diamétre de (23 et 19 mm) respectiverftegt
12).

Par contre; on remarque un effet tres faible sohibition des souchesSéimonella
typhimurium Staphylococcus aurewet Escherichia coli avec un diametre de (16, 15 et 14
mm) respectivement.
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Figure 12 Diametres des zones d'inhibition en fonction d&dentes concentrations
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b- Antifongiques

Dans cette étude, nous avons évalué l'activitéangique de I'extrait méthanolique
de Péganum harmalasur la croissance in vitro de 03 souchE&sisarium oxysporums
chlechtendahl f. sp .albedinis, Phytophthora ite#fes, et Aspergillus niggr

L’analyse des données expérimentales montre quea@tivement aux témoins de
contrdle de croissance.
» Les souchesHusarium oxysporum schlechtendahlf.sp.albedinisytéfihthora infestans,
Aspergillus niger étudiée sont sensibles a notre extrait.
* Cette sensibilité est différente selon les souches.
» Extrait méthanolique

A partir de la(Fig 13) nous avons remarqué que I'extrait méthanoliqueguesd une
activité inhibitrice sur la croissance du champigihytophthora infestangette inhibition

diminue avec la diminution de concentration enaktnéthanolique.

concentration: 300;150,75;37.5 Témoin
et 18.75mg/ml

Figure 13 Inhibition de la croissance @Rhytophthora infestangs-a-vis les concentrations
de I'extrait méthanolique.
Selon la(Fig 14), Phytophthora infestanast la souche la plus sensible, a 300 mg/ml
le diametre d’inhibition est de 15 mm, suivie 8esarium oxysporum schlechtendahlf
.sp.albediniset Aspergillus nigeravec une sensibilité similaire dont le diamétrakdbition

est del10 mm.
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Discussion

Les plantes médicinales sont utilisées en méddcaaitionnelle dont au moins une
partie possede des propriétés médicamenteuses. dotion provient de leurs composés
chimiques (métabolites primaires ou secondaires)deula synergie entre les différents
composeés présentSgnago, 2006).

Le Peganum harmala,est l'une des plantes les plus utilisées en meeeci
traditionnelle, est une plante herbacée, vivacahrgl buissonnante, La plante et ses extraits
ont été employés depuis I'aube de la civilisafl®haouas, 2014).

Cette plante largement représentée dans les régitass et semi-arides du globe
(Bruneton, 1994).Est tres utilisé pour traiter différents troubl&sgestifs, Gynécologiques
Infectieux, Cutanés...e{¢lazard, 1950).

Les résultats du dosage des polyphédatasix montrent que I'extrait méthanolique est
I'extrait le plus riche avec: 5.94 mg EAG/g de gmsecs, suivi de I'extrait aqueux 4.22 mg
EAG/g de grains secs, I'extrait d’acétate d’éth@l@3 mg EAG/g de grains secs, I'extrait
d’hexane 0.15 mg EAG/g de grains secs. L’extraitciroforme contient la plus faible
teneur en polyphénols avec 0.1 mg EAG/g de graos s

Une étude qui a été réalisés pgRezzagui, (2012) a montré que la teneur en
polyphénols des différents extraits est de I'ordéeroissant ; Emet 16.09 mg, EAqu 10.87
mg, EChl 0.76 mg, EAct 0.75 mg et EHex 0.030 mgGHA de graines secs, donc ces
résultats presque similaire que celle trouvée date étude.

Les polyphénols sont des molécules organiques @érés comme quasi universels
des végétaux ; ils sont issus du métabolisme sadendlls prennent une importance
croissante, notamment grace a leurs nombreux dffgisfiques sur la santé, lls constituent
les principes actifs de nombreuses plantes médiisinhes composés phénoliques jouent un
réle important dans la qualité organoleptique dessf et IEgumegDehak, 2013).

Ces métabolites secondaire ont un role principddevie de plante, a la défense contre
les pathogenes; principalement les moisissuresegt blactéries phytopathogénes et la
protection contre les rayonnements Bafni-Manchado et Cheynier, 2006).

L'activité antioxydante des polyphénols est recenati pourrait expliquer leur réle
potentiel dans la prévention de plusieurs maladgsociées au stress oxydatif, telles que le
cancer, les maladies cardiovasculaires et neuroééggves. lls font partie intégrante de
I'alimentation humaine et animaf®lanallah, 2012).

Les flavonoides appartiennent a la famille des gudyols, ce sont des molécules
aromatiques polysubstituées ayant un réle de mitiebsecondaires chez les plantes. Ces
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composeés sont réeputés pour leur caractére antiamtycheutralisant les radicaux libres et
limitant ainsi certains dommages oxydatifs respblesade maladies. lls sont donc a l'origine
d’effets physiologiques bénéfiques pour I'organidmenain(Ghada ben rhouma, 2013)

lls peuvent étre considérés parmi les agents resies des couleurs de plante a coté
des chlorophylles et caroténoid®¥ichtl et Anton, 2009).

En ce qui concerne les flavonoides, les résultatsiasage montrent que I'extrait
aqueux de la plantd®’eganum harmalast le plus riche en flavonoide (0 .42 mg de grains
secs) que les autres extraits : extrait méthaneligutrait chloroformique et I'extrait d’acétate
d’éthyle qui ont respectivement (0 .12, 0.015, 8.61g de grains secs).

Les flavonoides se trouvent avec des concentratioBs élevé dans I'extrait
méthanoliqudkhlifi et al., (2013 ) ;Zeghada, (2008) ; Bouzid et., (2011) ).

La teneur en flavonoides des extraits leganum harmala sont relativement
identiques a ceux trouvés gdrlifi et al ., (2013),elle semble inférieure a celles trouvées par
Zeghada, (2008)mais supérieure aux résultatsBimizid etal., (2011)

La différence dans la teneure en composés phémopigut étre attribuée a plusieurs
facteurs a savoir la méthode d’extraction et lahoe¢ de quantification. Par ailleurs, les
facteurs climatiques et environnementaux (la zamgrpphique et la sécheresse), la période
de la récolte et le stade de développement dealdeplpeuvent également influencer sur la
teneur en polyphénols et en flavonoi@lescatelli et al., 2010)

L’activité anti-radicalaire est trés importante du réle délétere des radicaux libres
dans le domaine alimentaire et dans les systenmsgijues(Gulcin et al., 2010).La
méthode du radical de DPPH, utilisée dans la ptésétude, est une procédure commune
dans laquelle I'activité antioxydante de I'extréttidié est estimée par le degré de piégeage
des radicaux libreulcin et al., 2010.

Les résultats obtenus avec ce test montrent quextesits méthanolique et aqueux de
Peganum harmalant des valeurs d’IC50 trop faibles de I'ordre d&40mg de grains secs et
2.62 mg de grains secs de plante respectivemenuicsee traduit par d'excellents effets
antiradicalaires, par contre les extraits d’hexad&cétate d’éthyle et de Chloroforme ont
un trés faible effet antiradicalaires dont I'lC5 de 95 mg, 6.48 mg et 5.8 mg de grains secs
respectivement. La comparaison de ces valeurs egdes des antioxydants standards,
montrent que pour I'extrait méthanolique 0 .34 reggdains secs est équivalent a 0 .43 pg /ml
d’acide gallique.

Ces résultats suggerent que les extraitPelganum harmal@ontiennent des agents

piégeurs de radicaux libres agissant comme antamgd primaires. L’action de ces
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antioxydants est supposée étre due a leur capdeitdonation d’atomes d’hydrogéne ou
d’électrons(Le et al., 2007).

Une étude menée p&ezzagui, (2012sur Peganum harmala montré des IC50 de
181 et 345ug/ml de l'extrait méthanolique et aqueux respeatgrt. Ces résultats sont
similaires avec nos résultats.

Les deux extraits méthanolique et aqueuxPéganum harmalaont plus riche en
polyphénols que les autres extraits donc ses dapade piéger les radicaux DPPH est plus
élevée. Cela montre qu’il y a une corrélation etgreontenu en polyphénols et I'activité
antioxydante des extraits, et pourrait indiquer sepolyphénols sont responsables de cette
activité. Cette corrélation a été rapportée pasiplus auteurs Falleh et al., (2008) ont
montré qu’il existe une corrélation significativate la teneur en polyphénols et I'activité
scavenger des radicaux DPPH de I'extrait méthaneldeCynara cardunculus Ranilla et
al., (2010)ont rapporté aussi que les polyphénols contribsanificativement a I'activité
antioxydante des extraits obtenusTdgetes minutat Galinsoga parvifloraKintzios et al.,
(2010) ont trouvé que les extraits méthanoliques de geslquiantes meédicinales ont des
effets piégeurs de radicaux DPPH plus grands que @e leurs extraits aqueux.

L’activité antioxydante totale d’une molécule estddite aussi par sa capacité a
inhiber le radical ABTS+ obtenu a partir de 'TABT&mparativement a un antioxydant de
référence; le Trolox (ou d’antioxydant donneuttj€Lien et al., 1999).

Les résultats du pouvoir antioxydant des extratstéls par la réduction d’ABTS,
montrent que le pourcentage d’inhibition des etdraméthanolique et chloroformique de
Peganum harmalast supérieur aux autres extraits.

Les résultats trouves pEhlifi et al., (2013)montre que ces résultats sont inferieure a
nos résultats avec IC50 de I'extrait méthanoligg@eganum harmalde 90ug/ml.

Le radical ABTS+ est formé par arrachement d’'urctébe (e-) a un atome d’azote de
'ABTS. En présence de l'extrait méthanolique (demnde H), I'atome d’'azote concerné
piege un H, conduisant a 'ABTStien etal., 1999).

Le pouvoir réducteur d'un extrait est associé a gwyuvoir antiradicalaire
(antioxydant), cette technique permet de mesureapacité des extraits testés a réduire le Fer
ferrique (F&") présent dans le complexe Re (CN) en Fer ferreux (Fé) (Bentabet et al.,
2014).En effet, le F& participe & la formation du radical hydroxyle paréaction de Fenton
(Doukani, 2014).

On remarque que I'extrait méthanolique atteint abhsorbance de 0.4 a 1.18 mg de

grains secs, pour I'extrait aqueux arrive a 3.9Llda grains secs, qui reste inférieur de celle
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du meéthanol, le dernier extrait c’est celui quiaaplus faible activité que les autres c’est
I'extrait d’hexane. Mais ces valeurs sont netteimeférieures a ceux des standards : acide
gallique et acide ascorbique.

Les travaux deBougandoura et Bendimerad, (2013fur Satureja calaminthaont
trouvé des valeurs de pouvoir réducteur a la cdreteon de 2,5 mg/ml, I'absorbance de
I'extrait méthanolique deSatureja calaminthaétant de 0.484, par contre I'absorbance de
I'extrait aqueux a la méme concentration est de 0,2

Le pouvoir réducteur des extraits aqueux et métigareest peut étre di a la présence
de groupement hydroxyle dans les composés phéesliqui peuvent servir comme donneur
d’électron (Bougandoura et Bendimerad, 2013)Par conséquent, les antioxydants sont
considérés comme des réducteurs et inactivatewgsorigdants(Siddhuraju et Becker,
2007)

Dans notre étude, sur 'activité antibactérienas extraits d®eganum harmalan a
trouvé que, uniquement les deux extraits aqueuméhanolique de graines dReganum
harmala se sont révélés actifs envers toutes les soucheérigmnes testées, ce qui s'est
traduit par la difference des concentrations mité®a inhibitrices (CMI). Sachant que
I'extrait méthanolique doté d’'une activité antibatnne trés forte que celui de l'extrait
agueux, par contre les autres extraits : acétathyle, chloroforme et hexane n’ont montré
aucune activité antibactérienne.

Naili et al., (2010)ont étudié I'activité antibactérienne de I'extrai€thanolique des
feuilles dArtemisia campestrislls ont utilisé plusieurs souches d@taphylococcus aureus,
Escherichia coli, Pseudomonas aerugindss, résultats obtenus dans cette étude ont montré
gue cet extrait posséde un effet inhibiteur sure®ies souches bactériennes étudiées.

Les concentrations minimales inhibitrices (CMI) grpées par I'extrait méthanolique
dePeganum harmalaur les souches bactérienne testées ont été de g/l pourBacillus
cereus Staphylococcus aureugb mg/ml pourSalmonella typhimuriupEscherichia coliet
150 pourCandida albicansAligiannis et al., (2001) avaient établi une classification de
I'efficacité de I'inhibition des extraits des plast selon les valeurs de CMI comme suit :
inhibition modérée: varie de 6Q0y/ml a 1500ug/ml, faible inhibition: CMI supérieure a
1600ug/ml.

D'aprés cette classification, nos extraits exerceet faible inhibition sur les souches

sensibles.
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Darabpour et al., (2011)ont étudies l'activité antibactériennes d’extraéthranolique
de Peganum harmal&ontre treize souches bactériennes, parmi lesgueti trouveBacillus
cereus, Staphylococcus aureuss, Salmonella typhumuet Escherichia coli

Les résultats de I'étude ont montré une CMI de frmh contre tous les souches
testées. Pour les souches a GranBacillus cereuset Staphylococcus aureusptre extrait
est le plus actif avec une CMI de 18.75 mg/ml, salque, pour les souches a Gram
Salmonella typhimuriurat Escherichia colleur extrait est le plus actif.

Ben ammar etal., (2008)ont trouvés des valeurs de CMI d’extrait méthanai de
Rhamnus alaternustunisienne supérieurs a 6 mg/ml avec les soucdktescherichia coli
Staphylococcus aureuss.

Cowan, (1999)avait rapporté que les différentes classes deppélyols peuvent
augmenter la toxicité des extraits envers les roiganismes.

L’hydrophobicité des polyphénols, tels que flavales est un critere de toxicité qui
leur permet de s’intercaler dans les phospholipiiesnbranaires et d’exercer leurs effets
antibactériens a l'intérieur de la cellule procdey(aglia, 2011) La déstabilisation de la
membrane cytoplasmique de la cellule, la rendrempable, l'inhibition des enzymes
bactériennes extracellulaires, I'action directe lsumétabolisme bactérien et la privation des
substrats requis pour la croissance bactérienrgiadpment les micronutriments minéraux
essentiels comme le fer et le zinc (via la propride chélation des métaux) sont des
mécanismes qui peuvent inhibés le développemertatdsriegDaglia, 2011).

L’efficacité optimale d’'un extrait, peut ne paseétdue a un constituant actif
majoritaire, mais plutét a I'action combinée (sygieJ de différents composéEssawi et
Srour, 2000)qui, lorsgu’ils sont séparés deviennent inactitfividuellement(Sarker et al.,
2005).

Unantibiotique standard a été testé sur quatre ssuafctériennes gram (+) et gram
(-), on a observés que les différents types delsmudagissent différemment aux
antibiotiques étudiés.

La souch8taphylococcus aureua été la plus sensible a I'antibiotique (Amoticé)
avec un diametre d'inhibition de 20 mm, suivit de doucheEscherichia coliavec un
diamétre d’inhibition de 17 mm. Tandis que les deuxres soucheBacillus cerrus et
Salmonella typhimuriunsemblent plus résistantes.
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Les résultats obtenus dans le test antifongiguemamtré que, I'extrait méthanolique,
a une forte activité antifongique sur les trois @dwms Phytophthora infestansAspergillus
niger, et Fusarium oxysporum schlechtendahl f. sp. albedin

Les autres extraits d@eganum harmala’avaient aucun effet inhibiteur, dirigé contre
la croissance de toutes les souches fongiquess$ediés diameétres d’inhibition enregistrés
varient de 12 mm a 15 mm poBhytophthora infestansle 07 & 10 mm poukspergillus
niger et de 08 a 10 mm, pofusarium oxysporum schlechtendahl f. sp. albed®B&on la
classification deGoumni et Salhi, (2013, les trois souches sont sensibles a I'extrait

méthanoliqgue d®eganum harmala.
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ll. Matériels
ll. 1. 1. Matériel biologique

II. 1. 1. 1. La plantePeganum harmala
Les graines déeganum harmalaont été achetées au mois de Novembre 2015, a
partir d’'un herboriste qui les a ramenés de laor@giAin Welman, Wilaya de Sétif.

I. 1. 1. 2.Les souches de bactéries

Les souches bactériennes utilisées dans |'ess@baatérien sont des souches
pathogenes : les bactéries a Grd®almonella typhimuriumet Escherichia col et les
bactéries a Gram(Bacillus cereus et Staphylococcus aurees$)une levure Gandida
albicang.

II. 1. 1. 3. Les souches des champignons

Les champignons (pathogénes) utilisés sdratisarium oxysporum schlechtendahl
f.sp.albedinis, Phytophthora infestans, Fusariurfamsiovar.coeruleum, Aspergillus niget
Aspergilus flavus

Les souches bactériennes et fongiquesés proviennent du laboratoire de

microbiologie appliqué- université de Sétif.

[l. 2. Méthodes

II. 2. 1. Préparation des extraits dePeganum harmala

Les graines dePeganum harmalaont été nettoyées des impuretés, séchées a
température ambiante et a 'ombre pendant une seppaiis broyés a l'aide d'un mixeur pour
avoir une poudre a partir de laquelle les extraitsété réalisés.

» Protocole d’extraction de la plante

L'extrait a été obtenu par la macération de 108 galidre des graines dans 200 ml de
solvants (hexane, acétate d’éthyle, chloroformeham®l et I'eau distillé) selon la technique
du Markham (1982) avec quelgues modifications. Le mélange a été& ggihdant 72 heures
sur un agitateur magnétique. Aprés une périodeé&bardation durant quelgues heures, le
surnageant a éteé filtré sur papier Wattman (N° 03).

Le filtrat est récupérer et le méme volume de authest ajouté pour faire uné™
macération. Apres la deuxieme filtration les ddiltrats sont mélangés et évaporés a 45°C a
l'aide d'un rotavapor de type BUCHI. L'extrait ohtea été conservé au réfrigérateur jusqu'a
son utilisation(Fig 06).
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100g de poudre des grains de Peganom harmala

200ml de sobvant (Eau dist Hex, Chlo, Méth, Acét d'éth)

1F
Filtration par papier wattman (N° 03 )

Filtrat 01 Filtre 01
22m2 yhacération

Filtration

— Tt 02 Débris 2 éléminer

L 4
Evaporation aun rotavapor (45°C)

=—————— Becuperation du solvant
v
Séchage a I'étuve (45°C)

Extrait

Figure 06 : Protocole de préparation des extraitfeganum harmala

Il. 2. 2. Dosage des poly phénols totaux et desvitanoides
II. 2. 2. 1. Dosage des poly phénols totaux

La quantification de ces métabolites secondaires effectuée selon plusieurs
méthodes analytiques, La méthode la plus utiliséeadle de Folin-Ciocalteu.
a- Principe

La teneur en composés phénoliques des différeditaits des graines déeganum
harmalaa été estimée par la méthode de Folin-Ciocalteangkl et al., 2007)qui est basée
sur la réduction en milieux alcalin de la mixturehopphotungstique (WgQ)
phosphomolybdique (Mog3) de réactif de Folin par les groupement oxydatEscomposés
phénoliques, conduisant a la formation de prodietseduction de couleur bleue.

Ces derniers présentent un maximum d’absorptior6@ "m dont l'intensité est

proportionnelle a la quantité de polyphénols présdans I'échantillon. Brievement, 1 ml de
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réactif de Folin (10 fois dilué) est ajouté a 20@’'échantillon ou standard (préparés dans le
méthanol) avec des dilutions convenables, Aprés¥ 800ul d’'une solution de carbonate de
sodium (75 mg/ml) sont additionnés au milieu réauiel. Aprés 2 h d’incubation a
température ambiante I'absorbance est mesuréerini/65

La concentration des polyphénols totaux est caécuh partir de I'équation de
régression de la gamme d’étalonnage établie awmidé gallique (0-175ug/ml) et est
exprimée enug d’équivalent d’acide galligue par gramme de grasecs (g E AG/g de
grains secs).
II. 2. 2. 2. Dosage des flavonoides

La méthode du trichlorure d’aluminiurgBahorun et al., 1996) est utilisée pour
quantifier les flavoniles dans les extraits d&ganum harmalaA 1 ml d’échantillon ou
standard (préparés dans le méthanol) est ajouté denta solution d’AIC} (2% dans le
méthanol). Apres 10 minutes de réaction, I'absarbaest lue a 430 nm. La concentration des
flavonoides est déduite a partir d'une gamme détzge établie avec la quercétine (0-50
ug/ml) et est exprimée en microgramme d’équivalentjdercétine par gramme de grains secs
(wg EQ/mg de grains secs).
Il. 2. 3. Activités biologiques de la plante
1. 2. 3. 1. Evaluation de I'activité antioxydantedes différents extraits
II. 2. 3. 1. 1. Effet piégeur des extraits contreel radical DPPH
a- Principe

L’activité anti-radicalaire des extraits obtenuspartir des graines dé&eganum
harmalaest évaluée en mesurant leurs capacités de pegadical DPPH. La réduction du
radical DPPH, ayant une couleur violette foncée, lgg groupements hydroxyles des
antioxydants présents dans les extraits, condué#nformation d'un composé stable d’'une
couleur jaune. La couleur violette foncée, meswralll 517nm, est inversement
proportionnelle a l'activité anti-radicalaire dextrait(Amrani et al., 2014)
b- Protocole

Dans ce test, la solution de DPPH est préparésghabilisation de 3.94 mg de DPPH
dans 100ml du méthanol au jour de la manipulatioh. ml des extraits ou des standards
(acide gallique) sont ajoutés a 0.5 ml de la sofutle DPPH. Le mélange réactionnel est
laissé a I'obscurité pendant 30min et I'absorbaese mesurée a 517nf(Amrani et al.,
2014) L'effet pieégeur est estimé selon I'équation céstaus :
Activité anti-radicalaire (%) = [(A contr6le — A Bantillon) / A contrdle] x 100.

20



Matériel et méthodes

II. 2. 3. 1. 2. Réduction des ions métalliques (Pwair réducteur)

Le pouvoir réducteur des extraits ont été déterspa la méthode @yaizu., (1986).
1.25 ml de différentes concentrations d'extraits é@é mélangés avec 1.25ml de tampon
phosphate (200mM, pH 6,6) et 1.25 ml de 1% dedgariure de potassium. Les mélanges ont
été incubés pendant 20 min a 50 ° C dans un barrefgpreés incubation, 1.25 ml d'acide
trichloroacétique a 10% ont été ajoutés aux mélngdvis d'une centrifugation a 3000 x g
pendant 10 min. 1.25 ml de surnagée a été mélamgeel.25 ml d'eau distillée et 0.5 ml de
0,1% de chlorure ferrique et I'absorbance de lalta&ste solution a été mesurée a 700 nm.

L’augmentation de I'absorbance dans le milieu iéacel indique 'augmentation de
la réduction de fer. En utilisant un blanc saclp I'extrait est remplacé par du méthanol.
II. 2. 3. 1. 3. Test de réduction du radical-catio®MBTS+
a- Principe

Dans la méthode TEAC Tfolox equivalent antioxidant capadjty I'activité
antioxydante totale d’'une molécule est déduite aleapacité a inhiber le radical ABTSe+,
obtenu a partir de I'ABTS (sel d’'ammoniumde I'aci2l@’-azinobis-(3-éthylbenzothiazoline-
6-sulfonique)) comparativement a un antioxydantédérence : le Trolox® (acide 6-hydroxy-
2,5,7,8-téetraméthylchroman-2-carboxylique),dont $&ructure moléculaire cyclique est
similaire a celle de la vitamine E. L’obtention dadical cation résulte du contact de 'ABTS
avec une enzyme de peroxydation (peroxydase metolyiog ouhorseradish peroxida3en
présence de ¥, ou d’'un oxydant (dioxyde de manganese ou persutfat potassium). Le
radical ABTS+, en contact avec un donneur de Hduadra 'ABTS+ et a la décoloration a
734 nm de la solutio(Barr et al., 2015).
b- Dosage

Le radical cation ABTS est généré en mélangeaotume égal une solution de 3 mM
de persulfate de potassium3Og et une solution stock d’ABTS a 8 mM, le tout estgerve
a l'abri de la lumiére et a la température ambiahieant 16 heurs avant utilisation .La
solution obtenue est diluée avec du tampon phosgba2 M, pH 7,4) contenant 150 mM de
NaCl pour obtenir une absorbance de 1,5 a 734 ngnml de cette solution fraichement
préparée sont ajoutés a 0,1 ml d’extrait et laukecest faite a 734 nm aprés 07 min pour
chaque série d’'analyses. Le Trolox est utilisé censtandard et le résultat final est exprimé
en microgramme d’équivalent Trolox par gramme @iéne sechéSarr et al., 2015).

Le pourcentage d’inhibition est calculé selon larfole suivante :
Pourcentage inhibition (%) = [(Abs contréle —Abst&y] / (Abs contrdle)] x 100

Abs contrdle : I'absorbance du radical ABT8éthanol.
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Abs test : I'absorbance de I'échantillon ABTS raldicExtrait / standar{Barr et al., 2015).
. 2. 3. 2. Activités antimicrobiennes ddPeganum harmala

II. 2. 3. 2. 1.Préparation d’extraits de Peganum harmala

On a effectué un test préliminaire pour identifies extraits qui possede une activité
inhibitrice sur dix (10) germes pathogénes, dont lfactéries Graiet Gram et (5)

champignons et une levur@agg et Mc Given, 1971)

Les concentrations utilisées pour les extraits aguet méthanolique est de 300
mg/ml, ainsi que pour les extraits ; Chlo, Hex eef Les extraits dBeganum harmalant
été dissous dans le diméthyle sulfoxyde (DMSDagg et Mc Given, 1971)

Pour les extraits qui ont une activité inhibitrices dilutions successives au demi ont
ete effectuées, sachant que la concentration dellgion mere de chaque extrait est de 300
mg/ml (Tagg et Mc Given, 1971)

Il. 2. 3. 2. 2. Réactivation des souches microbieas
a- Pour les eucaryotes

La revivification des espéces mycologiques s'adt par I'ensemencement de 24
heures sur bouillant eau peptonée tamponnée (EPTcubation & 2C (Tagg et Mc
Given, 1971).

b- Pour les procaryotes

La revivification des souches procaryotes grah grams’est fait sur le bouillant

cceur cervelle par incubation de 24 heures ¥13%g et Mc Given, 1971)

II. 2. 3. 2. 3. Réalisation des interactions propmaent dites sur la GN (gélose nutritive)

» Des puits ont été creusée stérilement, aprés ensement de la souche cible
(écouvillonnage superposée).

» Pour chaque puits, un volume de 25 pl de chaquaieatété stérilement déposeé.

Aprés repos d’environ 30 minutes sous la hotteblsites ont été incubées & G7pour les
procaryotes et les champigndii®gg et Mc Given, 1971)

» De méme les antibiogrammes réalisés avec des gisgueenants I'antibiotique (témoin
positif) appropriés préts a I'emploi ont été uékspour la comparaison avec les résultats des
extraits testés et les puits imprégnés de DMSOdjtémegatif)(Harrar, 2012).

La lecture, aprés 24 heures consisteséirhation des diamétres des zones d’inhibition
(Tagg et Mc Given, 1971)
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| .1. Compléments alimentaires
[. 1. 1. Définition

La définition du complément alimenga@st reprise dans la Directive 2002/46/CE du
Parlement Européen et du Conseil du 10 juin 200@n: entend par « compléments
alimentaires”, les denrées alimentaires dont ledstitde compléter le régime alimentaire
normal et qui constituent une source concentréautitments ou d'autres substances ayant un
effet nutritionnel ou physiologique seuls ou con@sincommercialisés sous forme de doses, a
savoir les formes de présentation telles que lkdege les pastilles, les comprimés, les pilules
et autres formes similaires, ainsi que les sactetgoudre, les ampoules de liquide, les
flacons munis d'un compte-gouttes et les autreaderanalogues de préparations liquides ou
en poudre destinées a étre prises en unités megledaible quantité ».

Cette définition a permis de statuerlauposition du complément alimentaire en tant
gue « denrée alimentaire » et non en tant que radeiot. Il convient dés lors de considérer
les compléments alimentaires comme des alimentsoat comme des substances aux
propriétés thérapeutiquéBaillet, 2012)

I. 1. 2. Les types des compléments alimentaires

Les compléments alimentaires prouverg étassés en vitamine, minéraux, acides
amines, plantes et extrait de plantes.

[. 1. 2. 1. Les vitamines et les minéraux

Les vitamines et minéraux constitueng damille essentielle dans les compléments
alimentaires, et sont les plus consommées. Lemiitss ne sont pas synthétisées par notre
organisme (a I'exception de la vitamine D), oniesouve dans notre alimentation. lls sont
extraient a partir d’aliments et les concentrentassalifférentes formes pharmaceutiques
(comprimeés, gélules, solutions buvables...). Lesnvites utilisées dans la fabrication des
compléments alimentaires sont : Vitamines A, DKEB1 ,B2, B6, B12 et C, la Niacine,
I’Acide pantothénique, I’Acide folique et la Bio8rfCaro etal., 2010)

Les minéraux utilisés dans la fabriaatides compléments alimentaires sont le
Calcium, le Magnésium, le Fer, le Cuivre, I'lode, Zinc, le Manganese, le Sodium, le
Potassium, le Sélénium, le Chrome, le Molybdénerlimrure, le Chlorure, le Phosphore
(Caro etal., 2010).

l. 1. 2. 2. Les plantes

L'utilisation des plantes pour leurs propriétés lsusanté remonte a I'antiquité et est
ancrée dans toutes les cultures. Les plantes aeusaditionnel détiennent une place
importante dans les ingrédients utilisés dansdegptements alimentaires.
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Les reglementations liees a l'usage des planteenvid sécuriser la consommation.
Les risques liés a l'utilisation des plantes netqmas anodins et une augmentation de leur
consommation est observée dans une époque quiueffan retour a la natu(€aro et al.,
2010)

Les utilisations de plantes dans les complémeriteeataires s’appuient sur des
usages traditionnels (poudres, extraits secs oeuxguu sur des techniques d’extraction plus
modernes permettant I'obtention de substanceseisaé plante€Caro etal., 2010)

I. 1. 2. 3. Les extraits des plantes

On peut extraire des végétaux de tres nombreusebem d’éléments : des carotenes,
des flavonoides, phyto-cestrogénes, des quinones, migcilages, des glucosides, des
phytostéroles, des saponines... tous sont des phyitoeats. Citons par exemple les extraits
de ginseng, de chrysantellum, de millepertuis...tmtspurifiées et standardisés dans le
meilleur des cas, c.a.d qu’on retrouve toujounsi@me taux de principe actif dans le produit
fini, un point primordial pour garantir I'efficaé@{Festy, 2014).

l. 2. Les plantes et la médicine traditionnelle
[. 2. 1. Médecine Traditionnelle

Selon 'OMS lanédecine traditionnelle est « 'ensemble de tolgegonnaissance set
de toutes les pratigues, explicables ou non, tresestle génération en génération, oralement
ou par écrit, utilisées dans une société humaine giagnostiquer, prévenir ou éliminer un
déséquilibre du bienétre physique, mental, sogialal et spirituelxSanogo, 2006).
I. 2. 2. Les Plantes Médicinales

Une plante médicinale est une plante que I'on ltu que I'on cueille dans son
milieu naturel pour ses propriétés médicinaledrd’dumain utilise les plantes depuis des
milliers d’années pour traiter plusieurs maladieggl que le diabéte, [arthrite,
I'hypertension...et¢Benayad, 2008).

I. 2. 2. 1. Quelgues exemples de plantes médicinale
a- Artemisia herba alba

Le genreArtemisiaappartient a la famille des Astéracées (Compgsite®c plus de
350 especes différentes qui se trouvent principatgndans les zones arides et semi arides
d'Europe, d'’Amérique, d'Afrique du Nord et d’Asies especes’ Artemisia sont largement
utilisées comme plantes médicinales en médecidéitnanelle(Nikolova etal., 2010).

L’ Artemisia herba albast tres utilisé en médecine traditionnelle lorgnddésordre
gastrique tel que la diarrhée et les douleurs althles. Elle est aussi utilisée en tant que
remede de linflammation du tractus gastro-intesdtifGharabi et Sand, 2008).Plusieurs

3



Partie bibliographique

études scientifiques ont également prouvées lagfié de I'armoise blanche en tant qu'agent
antidiabétique, antiparasitaire, antibactérien, ivaat, antioxydant, antimalarien,
antipyrétique, antispasmodique et antihémorrag{gige01) (Boudjelal, 2013).

b- Cotula cinerea

L’espéceCotula cinereaest tres rencontrée dans la région saharienridldérie, elle
pousse dans les sols peu ensablés. Ou elle estecenns le nom de shil(i@ouziane, 2002).

Cette espece est largement utilisée en médecidd@idrmelle pour ses propriétés
biologiques comme : I'activités anti-inflammatoismalgésique, antiseptique, antibactérienne,
antipyrétique et contre les larves. Dans le Sably@rien plus précisément a Ouargla, cette
plante est destinée contre la colique, la diarrf@ux, le rhumatisme et la stériligig 02)
(Maiza et Hammiche, 1993).

Figure02 : Cotula cineregMaiza et Hammiche, 1993).

c- Nigella sativa

Nigella sativaest une plante herbacée appartenant a la famgl®&dreonculacées. Elle
se développe sur les terres semis arides au seongi@unautés naturelles ou prédominent les
thérophytegGhedira, 2006).

Traditionnellement utilisée dans les pays arabass de sous-continent indien et en
Europe depuis des millénaires a des fins culinatesédicinales. C’est un remede naturel
pour de nombreuses pathologies, notamment pour rdgerhent de I'asthme, de

'inflammation, de la toux, de I'eczéma et des ®@giippaux. La graine ou I'huile qui en est
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issue est employée comme diurétique, carminatifilagfogue et vermifug@-ig03) (Ghedira,
2006).

Figure 03 Nigella sativa(Ghedira, 2006).
l. 3. Le stress oxydatif
[. 3. 1. Définition

Le stress oxydatif est défini comme €thn déséquilibre entre la génération des
especes réactives de I'oxygene et la capacité ighs @oneutraliser et a réparer les dommages
oxydatifs(Boyd etal., 2003).
I. 3. 2. Les radicaux libres

Un radical libre est définies comme éontolécule possédant un ou plusieurs électrons
non appariégJacques et André, 2004)cette molécule est trés instable et réagie rapdém
avec d’autres composants, essayant de capturectfé@h nécessaire pour acquérir la stabilité,
une réaction en chaine débute lorsqu’un radices lgitaque la molécule stable la plus proche
en lui arrachant son électron, et la molécule attaglevient elle-méme un radical libre
(Martinez-Cayuela, 1995).
I. 3. 3. Les especes réactives de I'oxygéene

Parmi les espéces radicalaires lesiptésessantes se trouvent les espéeces réactives de
I'oxygéene (ERO) qui sont des radicaux libres quiivdnt de la molécule d’oxygeéene, par
addition d'un électron. les principales espécestidss de |'oxygéne sont: le radical
superoxyde (&-), le radical hydroxyle (*OH), le monoxyde d’azqteO*), et aussi certains
dérivés oxygénés réactifs non radicalaires dotdxecité est importante tels que le peroxyde
d’hydrogéne (HO,) et le peroxynitrite (ONOO+Gutteridge, 1993).

I. 3. 4. Les conséquences moléculaires du stresyaextif

La production excessive des radicaux libres proeodas lésions directes de molécules
biologiques : oxydation de I’ADN, des protéines, lijigdes et des glucides, mais aussi des
lésions secondaires dues au caractere cytotoxijumueagéne des métabolites libérés

notamment lors de I'oxydation des lipidéavier, 2003)
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Les principales cibles radicalaires sont:
I. 3. 4. 1. L’'oxydation de I'ADN

Les radicaux libres peuvent induire diets mutagenes ou l'arrét des réplications de
'ADN. lls agissent en provoquant des altératiores lthses, des pontages ADN protéines
(Krippeit- Drews etal., 1994) L'attaque radicalaire peut étre directe et emdraioxydation
des bases, ce qui donne naissance a un grand ndmbases modifiées.

Des dommages indirects peuvent résdidtattaque des lipides dont la peroxydation
génere des aldéhydes mutagenes, formant des adduitss bases de I'ADN de type MDA-
guanine ou éthénodérivés.

Les radicaux libres peuvent aussi attadas protéines qui sont trés nombreuses a
entrer en contact avec I'ADN pour le protéger ¢mst) ou pour le lire (enzymes et facteurs
de la réplication ou de la transcription), entratles pontages des protéines. Comme ils
peuvent attaquer la liaison entre la base et lexggibose, créant un site abasique, ou attaquer
le sucre lui-méme, créant une coupure de chaingeibnin(Rehman etal., 1999)

I. 3. 4. 2. L’'oxydation des protéines

L’action des radicaux libres a lieu $8 chaines latérales de certains acides aminés
comme le thiol des cystéines. A proximité des dikediaison d’ions métalliques peuvent se
dérouler des réactions d’oxydation qui produisext dcides aminés anormaux. Les radicaux
libres sont également responsables de la format®rponts disulfures qui modifient la
conformation des protéines et nuisent a leur détiwiiologique (activité enzymatique,
transduction d’un signal ou systéme de transgdayques et André, 2004)

[. 3. 4. 3. L'oxydation des lipides

Les lipides et principalement leurs asigras polyinsaturés sont la cible privilégiée de
I'attaque par le radical hydroxyle capable d'aracim hydrogéne sur les carbones situés entre
deux doubles liaisons, pour former un radical diémgugué, oxydé en radical peroxyle.

Cette réaction appelée peroxydation lipidigdennebelle etal., 2004).
I. 3. 4. 4.0xydation des glucides

Le glucose peut s'oxyder en présence des ionsligéés conduisant a la libération
des cétoaldéhydes,,8, et OH Qui peuvent entrainer la coupure des protéineseou |
glycation par attachement du cétoaldéhyde. Ce phéne de glycosoxydation est trés
important chez les diabétiques et contribue adgilité de leurs parois vasculaires et de leur
rétine(Favier, 2003)
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I. 3. 5. Systemes de défenses antioxydants

Pour contourner les dommages causés par les ER®@IJuée fait appel a des systemes
de défense appelés antioxydants .Un antioxydandéfsti comme toute substance ayant la
capacité de retarder, prévenir ou réparer un doraragdatif d'une molécule cible. Ainsi,
les antioxydants servent a contrbler le niveau egseces réactives pour minimiser le
dommage oxydatifTang et Halliwell, 2010)

I. 3. 5. 1. Antioxydants enzymatiques

L’organisme humain posséde un systemeneatique, constitué principalement de
trois enzymes: le superoxyde dismutase (SOD),tilas®e et la glutathion peroxydase (GPx)
(Avissar etal., 1989).

Ces enzymes ont une action complémensair |la cascade radicalaire au niveau du
superoxyde et du peroxyde d’hydrogéne, conduisemraieiment a la formation d'eau et
d’oxygene moléculair@Varfak, 2003).

I. 3. 5. 2. Antioxydants non enzymatiques

De nombreuses molécules issues de rmatneentation : vitamines, nutriments,
composeés naturels,...etc. sont considérés commentdesyaants. Notons a titre d’exemples,
les plus courants: La vitamine E, C, A, Le glutathiLes oligoéléments, et les polyphénols
(Gardes-Albert etal., 2003).
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l. 4. Généralités sur la plantedPeganum harmala
I. 4. 1. Présentation de la plante

Peganum harmala&st l'une des plantes les plus utilisées en méddraditionnelle a
des fins rituelles, magiques et surtout thérapaet(Achour et al., 2012).

Elle se retrouve de facon abondante dans les zsutedesertiques de I'Afrique du
Nord (Tunisie, Algérie, Libye, Egypte et au Marodans certaines régions de I'Europe
méditerranéenne et en Russie méridionale, ell& anébduite en Amérique et en Australie
(Fig 04) (Achouretal., 2012).

Figure 04 : Arbuste dePeganum harmaléAsgarpanah et Ramezanloo, 2032

I. 4. 2. Classification

Regne: Plante

Embranchement: Spermaphyta.

Sous- Embranchement Angiospermae.
Classe: Eudicots.

Sous- Classe Rosidae.

Ordre : Sapindales.

Famille : Zygophyllaceae.

Genre : Peganum.

Espece: Peganum harmaléZeghada, 2009).
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I. 4. 3. Description botanique

La famille des Zygophyllaceae compte environs 2Arge avec 240 espéces
xérophytes et halophyt¢éRonse etal., 1996).

Cette famille largement représentée dans les régiades et semi-arides du globe, est
connue pour la toxicité de certaines espéces ploomme telles qué’eganum harmalat
Clarrea divaricata(Bruneton, 1994).

Peganum harmal@st une plante vivace glabre a tiges dresséessdmmante, d’'une
hauteur de 30 a 100 cm, a rhizome épais, son ddder désagréable rappelant celle de la
Rue(Ghaouas, 2014).

Les feuilles sont multifides a laniéres linéairess fleurs blanches sont assez grandes
(25-30 mm), avec 5 sépales et 5 pétémsezel et Santa, 1963).

Les étamines 10 a 15 a filets trés élargi se tnoludans la partie inférieure des fleurs.
L'ovaire globuleux repose sur un disque charnuadtoutit a un fruit qui est une capsule
sphérique a trois loges, de 6 a 8 mm déprimée ieunsd, entourée des sépales persistants et
s’ouvrant par 3 ou 4 valves pour libérer les gra{i@ezel et Santa, 1963).

Les graines nombreuse, petites, anguleuses, sufit@res, de couleur marron fonce,
dont le tégument externe est réticulé, ont unewaamere, On les récolte en €tg05)
(Chopra etal., 1960).

A. Fleurs et tiges dB. harmalaB. fruits deP.harmala C.grains deP. harmala

Figure 05: Différentes partie dBeganum harmalgAsgarpanah et Ramezanloo, 20)2

I. 4. 4. Nom vernaculaire

Arabe : Harmel saharfes ) Jasa).

Local : Harmel; Armel; L’harmel.

Touareg : Bender tiffin.

Francais : rue sauvage; rue verte; pégane.
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Anglais : harmal; wild rue; syrian ru@g~asla, 2009).

I. 4. 5. Répartition géographique

Espece cosmopolite tres commune sur les sols sabtain peu nitrés, Elle pousse en
Europe australe et austro-orientale, Asie minelibet, Iran, Turkestan, Syrie, Arabie,
Egypte et en Afrique du Nord. En Algérieganum harmalaest commune aux hauts
plateaux, au Sahara septentrional et méridionahugtmontagnes du Sahara central. Il est
réputé pour les terrains sableux, dans les litsedioet a l'intérieur des agglomeérations
(Bouziane, 2012).

I. 4. 6. Données phytochimiques

Peganum harmalast trés réputée pour sa richesse exceptionnelkdcatoides (de
type p-carbolinique), ce qui la classe parmi les plahtdBicinogénes a effet psychotrope.

Ces alcaloides ont donné lieu a nombreux travaiseldment, d’études de structure et
de synthése chimique. Outre I'harmine et I'harmgliles graines d®eganum harmala
contiennent en effet d’autre alcaloides de typesrbolinique, ainsi que des alcaloides de
type quinazolinique telle que la péganine, le pébama vasicine, l'oxyvasicine et
désoxyvasicinéDuke, 1929).

Une recherche sur les qualités organoleptique ligld’ des graines dePeganum
Harmalaa montré qu’elle était comestible. L’huile des ges est composée majoritairement
d’acide oléique, linoléique et palmitique et conmsil0 a 12% des grainfsusmenoglu et
al., 1995).

I. 4. 7. Usage traditionnel
Le Harmel est tres utilisé en médecine traditiolengbur traiter différents troubles:
» Gynécologiques: emmeénagogue, abortif, stérilitéhéme.
» Généraux: hypnotique, antipyrétique, antalgiquéissif.
* Digestifs: coliques, troubles digestifs.
» Cutanés: antiseptique et cicatrisant.
* Infectieux: antipaludique, oreillons.
* Autres: sudorifique et purgatif, diabéte, hyperitensartérielle, venins de serpditazard,
1950).

10
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Peganum harmalast utilisé soit en usage externe, soit interne
-Usage externe la plante fraiche est soit hachée et employéeaaplasme, soit aprés
extraction du suc pour la composition d’'un linimartiase de graisses de mouton.
La plante séche ou les graines peuvent aussitilisees sous forme de fumigations.
-Usage interne: graines ; posologie en médecine traditionnell radricaine ; une cuillere a
café, soit environ 2.5g avalés tels quels avecanrewd’eau ou mélangés au miel ou pilés avec
de l'huile d’olive (Zeghada, 2009).

I. 4. 8. Les propriétés pharmacologique et biologige dePeganum harmala
I. 4. 8. 1. L'activité antibactérienne et antifonggue

L'activité antibactérienne de différentes partiesPéganum harmalay compris la
graine, racine, fleur, feuille et tige a été étedet comparee. Parmi les différentes parties
évaluées ddPeganum harmalales extraits de les graines et les racines ont r@esitla
meilleure activité antibactérienne contre des espéactériennes gram positives, y compris
Bacillus anthracisBacillus cereus, Bacillus pumiluStaphylococcus aureuStaphylococcus
epidermidis Listeria monocytogenes et Streptococcus pyogdfieles especes bactériennes
gram négatives, y compriBseudomonas aeruginosa, Brucella meliterBreteus mirabilis
Salmonella typhiEscherichia coli et Klebsiella pneumonia.

L'activité antifongique déPeganum harmalaur 06 espéces deandidaet 03 espéces
Aspergillus respectivement .L'analyse sur daspergilli a donné différents résultats au
niveau des especg®arabpour etal., 2011)

L'extrait était efficace suAspergillus fumigatuscomme inhibition de croissance.
L’activité antibactérienne et antifongique d'extrdie graines dePeganum harmalaest

principalement liée au harmali@arabpour et al., 2011)

I. 4. 8. 2. Propriétés antidiabétiques

Les résultats des études récente sont clairemdiguid que extrait éthanolique de
graine dePeganum harmalaensiblement abaissé le niveau du glucose sacbeinles rats
normaux et diabétiquesggarpanah et Ramezanloo, 2012).

Cependant, l'extrait ddPeganum harmalan’a aucune activité sur la sécrétion

d'insuline(Asgarpanah et Ramezanloo, 2012).

11



Partie bibliographique

I. 4. 8. 3. Les Propriétés insecticide

L’étude de I'activité larvicide des différents eaits dePeganum harmalae fait sur
des larves dBrosophila melanogastdiHabbachi etal ., 2008).

Les résultats montrent que I'extrait aqueux desinge agit sur la durée de
développement larvaire et sur la mortalité deselsuen fonction de la concentration appliquée
(Habbachi etal., 2008).

I. 4. 8. 4. Activité antioxydante

Un antioxydant est défini comme une substance quisgmte a de basses
concentrations par rapport a ceux du substrat ditgdia capacité d’empécher I'oxydation de
ce substrat. Les antioxydants sont d’intérét awkogistes, parce qu'ils aident & protégez le
corps humain contre des dommages induits paralisaux libres produits : I'athérosclérose,
maladie cardiaque ischémique, cancer, maladie libiizer, Maladie de Parkinson et méme

dans le processus vieillissgAtsgarpanah et Ramezanloo, 2012).

I. 4. 8. 5. Activité allélopathique

L’extrait aqueux dé’eganum harmal@arésente un effet inhibiteur trés important sur la
croissance des plantules Hactuca sativa Et de Rhaphanus sativuLet effet augmente
graduellement avec 'augmentation en concentrgdeghada, 2009).

l. 4. 8. 6. Les propriétés toxicologiques

Toute la plante est toxique mais le taux d'alcaeidst beaucoup plus élevé dans la
graine (3 a 4 %) que dans la racine, la tige (@@6et la feuille (0,52 %). La teneur en
alcaloides s'éleve brusquement en été, durantasepthe marissement du fruit, au moment de
la récolte de la grainé\@rons etal., 1977).

Les principales toxines sont Les alcaloides en mende quatre qui ont un noyau
indole: harmane, harmine, harmaline et harmalaihflod (Aarons etal., 1977)

Les doses élevées peuvent provoquer la paralyaistructure chimique, parfaitement
connue, associe un noyau indole a un noyau pyridile conditionnerait I'effet stimulant du
systéme nerveux central des quatre alcaloidespéaifiité de l'action d'un alcaloide par
rapport a l'autre serait, par contre, en rappogtda variation des radicaux et du nombre de
doubles liaisons portées par le cycle commun. Qefie variation qui expliquerait les

nuances constatées au niveau des mécanismesrd{@etions etal., 1977).

12
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Les Harmane, Harmine et Harmaline exercent :

* soit un blocage direct des récepteurs céréebrauxASéiergiques et donc de leur médiation
inhibitrice, produisant un effet stimulant qui sereesponsable de I'élévation du tonus
musculaire et au maximum de convulsioAarpns etal., 1977).

* soit une facilitation de l'accés aux récepteurs @ABiergiques d'une substance endogene
qui serait du thromboxane A2, dérivée des prostaihes, et qui pourrait jouer un réle
important dans la régulation des mouvements casiqueuronaux et donc de Il'excitabilité
neuronale, quoi qu'il en soit ces alcaloides ppédisraient aux modifications des
conductances membranaires sodiques et/ou calojgaesns etal., 1977).

La Harmine et la Harmaline exercent une action-@mdlinergique centrale pouvant
expliquer la crise d'agitation et les manifestatidigestives observees, et elles sont aussi des
antagonistes de la sérotonine, un neurotransmeitepiiqué dans le mode d'action des
hallucinogénes indoliques. La harmaline et la haengirennent la place de la sérotoninedans
les mécanismes enzymatiques en raison de la rekswabdes structuref\grons et al.,
1977).

l. 5. Activités antimicrobiennes

Des la naissance, 'homme se trouve en contactdesemicro-organismes qui vont
progressivement coloniser son revétement cutanépseux. Pour résister a ces micro-
organismes de nombreux moyens sont mis en jeueOinsghématiquement en distinguer 3
groupes : les barrieres anatomiques, les mécangengsistance naturelle (ou innés) et
I'immunité acquiséKaufmann, 1997).

La thérapeutique des infections baatérs se base principalement sur 'usage des
antibiotiques. La prescription a grande échellgagtois inappropriée de ces agents peut
entrainer la sélection de souches multi résistatibesl'importance d’orienter les recherches
vers la découverte de nouvelles voies qui constituee source d’inspiration de nouveaux

médicaments a base des plarigling et Sherman, 1998).

I. 5. 1. Les substances antimicrobiennes
» Les antibiotiques

L’élimination des microorganismes pathiogs fait appel a des substances dites :
Antibiotiques. Ces derniers sont synthétisés pamgieroorganismes (le plus souvent des
champignons). lIs ont la capacité soit de détraisebactéries (effet bactéricide), ou d’'inhiber
leur croissance (effet bactériostatiqguBddjouref, 2011).

13



Partie bibliographique

I. 5. 2. Les microorganismes
> Les bactéries
a-Escherichia coli

C’est une bactérie a Gram négatif, commensal de tligestif de 'hnomme et de
I'animal, de forme non sporulée, de type aérobailfative, généralement mobile grace aux
flagelles, sa longueur varie de 2 au®, alors que sa largeur est de 1,1 ainf E. coli
représente la bactérie la plus impliguée dansréetions aigues d’appareil urinaire, elle
provoque également les diarrhées d’été, diarrh&mtife et les intoxications alimentaires
(Harrare, 2012).
b-Salmonella typhimurium

Appartiennent a la famille dé&nterobacteriaceaeEn microscopie optique, elles
apparaissent comme des batonnets a Gram nég&;8gem a 1um de large et longs de 1 a 6
pum, mobiles grace a une ciliature péritriche. Bagmonella typhimuriumsont des bactéries
mésophiles se développant a des températures dermaptimale entre 35 et 37°C, a des pH
compris entre 4,5 et 9, avec une activité en eam) (Fupérieur a 0,93. Sont naturellement
présentes dans l'intestin des animaux, en padicahez les volailles et les porcs. Elle vit
également dans l'environnemegiavoun, 2005).
c-Staphylococcus aureus :

Les espéeceStaphylococcus aures®nt des cocci a Gram positif, de forme sphérique,
avec un diameétre de 0.8 auin. Elles sont regroupées en diplocoques ou enspatitas
(grappe de raisin). Ce type de bactéries sont inlegbasporulés, habituellement sans
capsule. De nombreuses soucheS@ghylococcus aureysoduisent un pigment jaune doré,
Staphylococcus aureueprésente la cause de la méningite, 'ostéomyeélitéa diarrhée
(Boudjouref, 2011).
d-Bacillus cereus

Bacillus cereusest une bactérie Gram positif sporulée, aéro-abaifacultative et
thermorésistante; les températures de croissancettiebactérie peuvent varier de 5 a 50 °C.
Ces caractéristiques lui conferent une résistamactcpliere a I'action de bactéricides, aux
désinfectants, aux radiations, a la dessiccati@uetycle du froid. Sept groupes refletent les
différentes aptitudes des souches a se développdifférentes températures, a la
thermorésistance de leurs spores et a la fréquimézur implication dans les toxi-infections

alimentaires collective€Six, 2012).
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e- La levure Candida albicans

Candida albicansest la seule souche eucaryote (levure) prise datme atude. Elle est
principalement a l'origine de la candidose diss@&minC’est un champignon frequemment
retrouvé au niveau de la bouche et du tractus qyadtstinal de plusieurs personnes
normales. Parmi les conditions favorisant une tideca candida, notons le diabéte, la
grossesse, les antibiotiques, les cortico- stésomtetoute maladie pouvant affecter I'état
général d'un individu. La nystatine (Mycostatin)t ées efficace dans le contrble des

infections muco-cutanééBieri et Kir-kiacharian, 1992).

» Les champignons

a-Fusarium oxysporum schlechtendahl f. sp. Albedinis

Est un groupe de champignons filamenteux imparfaibmsidéré comme l'un des
genres les plus variés et adaptables dans le megmé&umycota. Les especesFlesarium
joué un réle important comme agents pathogéneplalges causant des dégats d’ordre
économique important ; telles que la pourriturdadeouronne, brulure de I'épi. Elles sont tres
répandues dans le sol et sur les parties des pldrgEusarium oxysporum schlechtendahl f.
sp. Albedinisst I'un de agents pathogene les plus redoutaldas lfagression du palmier
dattier(Fravel etal., 2003.

b+usarium solani var. coeruleum
Ce champignon est fréquemment détecté dans leits@l & proximité des parties
souterraines des plantes ainsi que sur les tulegsrem voie de pourriture. |l est caractérisé sur
milieu d’isolement par un mycélium ras, un aspee$ dolonies souvent poudreux et une
pigmentation homogéene, méme sur de jeunes colaeespuleur brique, parfois violet fonce
(Bernard, 1988)

cAspergillus niger
Est un champignon filamenteux qui se développe érobéose sur la matiere
organique. Dans la nature, on le trouve dans leesale la laitiere, dans le compost et le

matériel végétal en décompositiohspergillus nigerest capable de croitre dans la plage
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température large de 6 - 47 ° C avec une températlativement élevée avec un optimum de
35 a 37 ° C. La limite d'activité de I'eau pouctaissance est 0,88 (Aw) qui est relativement
élevée comparativement aux autres especes d'Abperdispergillus Niger peut pousser sur
une trés large gamme de pH : 1,4{&8huster etal., 2002).

dAspergillus flavus

C’est une espece appartenant a la classe des Asetanyil a une large répartition
géographique, mais sont plus souvent associéségions a climat chaud ; ils se développent
sur la matiere organique en décomposition, darsolel’air, I'environnement, les denrées
alimentairegMorin, 1994).

Il se développe rapidement sur les milieux classga 22-25°C. La température
optimale de croissance est 37°C. Sur le milieuudtie PDA Aspergillus flavugorme des
colonies duveteuses a poudreuses, d’abord blanphesjaune, puis vert-jaune. Le revers
peut étre incolore, rosatre ou brun-rouge foncér pesi souches productrices de sclérotes
(Morin, 1994).
e-Phytophthora infestans

N’est pas un vrai champignon, mais est plutét a@réi comme un organisme
champignon semblable. Ce pathogene est actuellemlessé comme un Oomycétes,
qui est membres du royaume Chromista (straménopikeStraminopiles). Les oomyceétes
appartiennent a une de deux ordres, SaprolegniaesPeronosporales. L'ordre
Personosporales contient des especes de Phytaplghan certain nombre d'autres plantes
pathogenes tres important genres, notamment de gatihium(Scot, 2008).

Phytophthora infestans la distribution dans le monde entier, mais pésere
des épidémies se produisent dans les zones adiefi@quemment, Météo humid&cot,
2008).
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Annexe |

Produits

Produits chimiques

Les produits chimiques utilisés dans notre étuaé so

* Les solvants : Méthanol, Hexane, Acétate d’éthyiehdoroforme ;

* Les réactifs : AlG, Folin-Ciocalteu, NgCOs, C;HsOs (Acide gallique), quercétine, acide
ascorbique, KFe(CNs) (Ferricyanure de potassium), Fe@Chlorure ferrique), Nacl (chlorure
de sodium) ; NabtPO, (Dihydrogénophosphate de sodium) oNRO, (Hydrogénophosphate
de sodium), KHPO, et KH,PO, ; TCA (Acide trichloracétique) ;

* DPPH; (GgH12NsOg) ; 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl,

*« ABTS ; TROLOX ; K:S,0Og (persulfate de potassium);

» DMSO (diméthyle sulfoxyde) ; I'eau peptonée.

Les produits chimiques solides proviennent tousidehem Chemophorme, alors
que les solvants et les produits chimiques liqusteg obtenus aupres de Sigma Aldrich.
Les milieux de culture

Les milieux de cultures utilisé dans notre étuntet s GN (la gélose nutritive) ; Muller
Hinton ; PDA; Cceur cervelle.

Appareillages

* Centrifugeuse (Sigma Laborzentrifugen, Germany) ;

» Spectrophotométre (UV mini-1240 UV_VIS SPECTROPHMEYTERS SHIMADZU);
» Evapeuratateur rotative (Buchi Labortechnik AG) ;

* Bain marie (type WNB14, Germany).
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Annexell
Protocoles

1-Dosage de polyphynole

4min incubation —
200 lll de l ml folin 10% 800 plNa.Co3 ::>
lobscunte

I'obscurité

2-Dosage de flavonoide

incubation
1ml d'échantillon | + 1ml d'ALcl3 |:> absorbance 2 430
4 min
3-Dosaged’activité antioxydant par le DPF
. . agitation

1.5ml de solution 0.5ml de solution absorbance a 517nm

dextrait +| gepppH — >
obscurité a T°
ambiante,30min
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4-Protocole de pouvoir réducte :

1,25ml solution 1,25ml de bainmarie () 5511 dracide
1,25 ml d'éxtrait | + |tampon phosphate | +| ferricyanure de trichloracétique

(0,2M, PH= 6.6) potassium (1%) 50°4 20 min | | TCA" (10%)
centrifugation| | 3000x
10 mun

0,5 ml de FeCL3 1,25 ml d'eau 1,25 ml du

absorbance a 700nm <;:] (0.1 %) distillée * surmageant

5-Protocole de réduction du radi-cation ABTS
incubé & Toun

19ml ABTS" |4

100 pl d'éxtrai

::::3 absorbance & 734nm

obscurité
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Annexe Il

Préparation du milieu Mueller-Hinton

Muller Hinton est, le milieu complexe, recommanadépla réalisation des interactions,
nécessaire pour obtenir des résultats fiables\aanide I'antibiogramme etpréparée comme
suivant :

- Mettre 38 g de Muller Hinton dans un litre d’eastdliée. Faire bouillir avec agitation
jusqu'a dissolution compléte.

Préparation du milieu gélose nutritive

Gélose nutritive préparée comme suivant

- Dissoudre 20 g de la gélose nutritive dans ue titeau distillée. Faire bouillir avec
agitation jusqu'a dissolution compléete.

Préparation du milieu PDA

Pour I'étude de I'activité antifongique on a ugiés le milieu PDA qui est préparée comme
suivant :

- 200g pomme de terre bouillir dans 500 ml d’eaultistsur une plaque chauffante avec
agitation .puis filtrée pour obtenir un filtrat.

- Dissoudre 20g de glucose avec 18 g d’agar dans [5®ieau distillée, se dernier

mélangé avec le filtrat obtenue.
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Annexe IV

absorbance a
765 nm
25

y=0,013x &
R*=0,993 /
2 /
1,5

a5
P

a : : : . concentration pg/ml

a 50 100 150 200

Annexe IV. 1: Courbe d’étalonnage de l'acide gallique.

absorbance
a430
14
12 ¥=0,023x + 0,033
' R*=0,998
1 /
08
0,6
04 /
U.E 3 ‘J
A concentration ( ug/'ml)
0 20 40 60

Annexe IV. 2: Courbe d’étalonnage de la quercétine.
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Annexe IV. 3 Courbe d’étalonnage du Trolox.
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Annexe IV. 4 Pouvoir réducteur d’acide ascorbique.
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Annexe IV. 5: Pouvoir réducteur d’acide gallique

concentration 300;150;75:37 5:18 75 mg/ml

Annexe IV.6: Salmonella typhimuriumextrait méthan
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concentration :300;150;75;37.5;18,75 mg/ml

Annexe IV.7: Bacillus cereusextrait méthanol

concentration 300;150;75;37 5;18.75 mg/ml

Annexe V. 8: Candida albicans extrait méthant
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Annexe IV. 10: Staphylococcus aureugxtrait aqueu
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Concentration: 300:150:75:37.5:
18,75 mg/ml

AnnexelV.11: Salmonella typhimuriunExtrait aqueu

18.75 mg/ml

Annexe V.12 Aspergillus niger extrait méthanc
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concentration:300;150;75;37.5;
18,75 mg/ml

Annexe 1V.13: Fusariun oxysporum schlechtendahl f.sp.albedirggtrait méthanol

Bacillus cereus Salmonella tuphimurium Escherichia coli

Annexe V.14 Sensibilités des souches bactériennes a 'amarie
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