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Résumé

Résumé

Peganum harmala, connue sous le nom de harmel, est une plante largement utilisée
dans la médecine traditionnelle algérienne pour traiter une variété de troubles. Le présent
travail vise a réaliser une étude phytochimique et a évaluer I’activité antifongique des
différentes extrais de cette plante (EBG et HFG).L’EBG a été préparé par macération dans le
méthanol, tandis que I’extraction des huiles fixes a été effectuée par deux méthodes ; la
premiére étant une macération dans 1’éther de pétrole, la deuxiéme est une extraction par
soxhlet. L’EBG et I’HFG ont été analysés par chromatographie sur couche mince (CCM)
révélant la présence de plusieurs spots correspondant aux différents composants. Le dosage
des polyphénols totaux a été realisé par la méthode de Folin-Ciocalteu et celui des
flavonoides par la méthode de trichlorures d’aluminium AICI3.Les résultats des deux dosages
ont révélé la présence de teneurs tres importantes en polyphénols et en flavonoides dans
I’EBG (290.83ugEAG/mg d’extrait; 82.83ugEQ/mg d’extrait) successivement.
L’évaluation du pouvoir antifongique des différents extraits contre le Fusarium oxysporum
par la méthode de diffusion dans des puits montre que I’EBG possede une modeste activité
antifongique par rapport a celle de ’'HFG qui s’est avéré meilleure avec des diametres

d’inhibition atteignant jusqu’a 20 mm.

Mots clés : Peganum harmala ; antifongique ; EBG ; HFG ; Fusarium oxysporum,

polyphénols, flavonoides.



Abstract

Abstract

Peganum harmala also known as harmel is a plant widely used in traditional Algerian
medicine to treat a variety of disorders .The present work aims to carry out a photochemical
study and to evaluate the antifungal activity of the various extracts of the seeds of this plant
(raw extract and fixed oil).The crude extract was prepared by maceration in methanol while
the extraction of the fixed oils was carried out by two methods the first being a maceration in
ether of petrol ,the second is a soxhlet extraction. The crude extract and the fixed oil were
analyzed by thin layer chromatography revealing the presence of several tasks that represent
the different components. The determination of total polyphenols was carried out by the
method of the Folin Ciocalteu reagent and that of flavonoids by the method of aluminum
trichloride. The results of both assays revealed the presence of very high levels of polyphenols
and flavonoids in the crude extract (290.83ugEAG/mg of the extract ; 82.83ugEQ/mg of the
extract). The evaluation of the antifungal potency of the various extracts against Fusarium
oxysporum by the well diffusion method shows that the crude extract has a modest antifungal
activity compared to that of the fixed oil, which has proved to be better with inhibition

diameters up to 20 mm.

Key words: Peganum harmala, antifungal, crude extract, fixed oil, Fusarium oxysporum,

polyphenols, flavonoids.
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Introduction

Introduction

L’histoire de la phytothérapie remonte aux origines de I’humanité. Depuis longtemps,
les hommes récoltent les plantes, non seulement pour se nourrir, mais aussi pour soulager
leurs maux. Aujourd’hui, et lorsqu’on commence a prendre conscience de nos corps, on
rejette certains médicaments modernes a causes de leurs effets secondaires puissants et on les
remplace par la médecine traditionnelle, qui est répondue partout dans le monde, non
seulement chez les populations en développement, mais aussi dans pays trés développés.

La recherche de nouvelles stratégies de prévention contre les infections et les maladies
d’origine fongique, comporte un effet majeur, d’'une part pour la sécurité¢ sanitaire des
aliments et la santé¢ du consommateur et d’autre part pour la protection de 1’économie du pays.
La lutte biologique par ’utilisation des substances naturelles antifongiques peut constituer
une alternative aux produits chimiques. Parmi ces substances naturelles figurent les
polyphénols et les flavonoides extraits des plantes aromatiques médicinales (Maihebiau,
1994). L’ Algérie est considérée parmi les pays connus pour leur diversité taxonomique vu sa
position biogéographique privilégiée et son étendu entre la méditerranée et 1’ Afrique sub-

saharienne .La flore algérienne est potentiellement riche.

Le genre Peganum possede des propriétés thérapeutiques qui ont été mises en
évidence in vitro, elles sont dues a des composés actifs tels que les alcaloides (Ammar et al .,
2008).

Dans ce contexte s’inscrit le présent travail de recherche dont le but principal est de
réaliser une étude phytochimique et d’évaluer 1’activité antifongique de 1’extrait brut (EBG)
et ’huile fixe (HFG) de Peganum harmala.

Notre étude englobe trois chapitres, initiés par une synthése biographique ou nous
apportons une généralité sur la plante Peganum harmala, sa composition chimique et des

généralités sur le champignon utilisé (Fusarium oxysporum).

Le second chapitre présente les méthodes et les techniques utilisées pour la

réalisation de ce travail a savoir :

= Préparation de I’extrait brut(EBG) et de I’huile fixe(HFG).
= Etude phytochimique (dosage des polyphénols et des flavonoides).
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» Etude de I’activité antifongique des différents extraits sur la croissance de la souche
Fusarium oxysporum.
Le troisieme chapitre aborde les différents résultats et .leurs discussions. Enfin une
conclusion générale résume I’ensemble des résultats obtenus et donne quelques

perspectives.
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I.1 Presentation de la plante Peganum harmala

1.1.1Généralités

Peganum harmala est un membre de la famille de Zygophyllaceae (Hilal et Young
ken, 1983). Les zygophyllaceae est une petite famille de plantes dicotylédones et

angiospermes qui rassemble plus ou moins 240 especes (Lavergne, 2013).

Le genre Peganum tient son nom du grec, il est attribué aux especes de la rue, alors
que le nom de I’espéce harmala dérive de celui de la ville Libanaise Hermel (Mars, 2009). I

comprend des espéces annuelles, bisannuelles ou vivaces (Tahri et al., 2004).

Les plantes appartenant a ce genre sont connues pour leurs richesse en alcaloides
indoliques tels que : Peganum mexicanum Gray., Peganumnigellastrum Bge., Peganum
multisectum Maxim et Peganum harmala (Lavergne, 2013).

1.1.2 Description botanique

Peganum harmala est une plante pluriannuelle (Bruneton, 2001), herbacée, vivace,
glabre, buissonnante, d’une hauteur de 30 & 100 cm, a rhizome épais. Son odeur forte,
désagréable rappelant celle de la Rue (Chopra et al., 1960). Elle est souvent d’une apparence
touffue (Preedy et al., 2011), caractérisée par des tiges treés rameuses et des feuilles alternées,
découpées en laniéres étroites qui restent vertes pendant une partie de la saison séche. Elle est
formée de petites fleurs blanches a l'aisselle des rameaux et d’un fruit globuleux contenant

plusieurs graines aplaties.

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

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

+ Les feuilles sont alternes, charnues d’un vert vif, mesurant de 2 a 5cm de long

(Parsons et Cuthbertson, 1992 ; Roche, 1991). Les feuilles supérieures ne
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dépassent pas 1,5 mm de largeur (Bouziane, 2012). Elles ont une odeur trés
dissuasive lorsqu’elles sont froissées (figurel) (Mahmoudian et al., 2002).

<+ Les fleurs sont actinomorphes, hermaphrodites et dialypétales (Boullard, 1997). La
corolle est formée de 5 pétales elliptiques, oblongs, sub-symétriques et de couleur
rose-orangée a nervures jaunes. Le calice est a cing sépales verts, linéaires,
persistants qui dépassent la corolle. L’androcée porte 10 a 15 étamines, a filet trés
élargi dans leur partie inférieure (Chopra et al., 1960; Quézel et Santa, 1963). Les
antheres sont jaunes de 8mm de longueur. Le gynécée est de 8 a 9 mm de longueur,
a ovaire supere (une fleur hypogyne) et globuleux, surmonté d’un style cylindrique.
Il est composé de trois a quatre loges et de stigmates a trois carenes (figurel)
(Bouziane, 2012).

w

Figure 1 : Les feuilles, fleures de Peganum harmala.

<+ Le fruit est en forme de capsule sphérique et triloculaire, de couleur verte lorsqu’il
est mir (Preedy et al ., 2011) et brun orangé a maturité coriace (Parsons et
Cuthbertson, 1992). 1l est de 6 a 8 mm déprimé au sommet et entouré des sépales
persistants (figure2) (Ozenda, 1977 ; Hammiche et Merad, 1997).

<+ Les graines sont d’une couleur marron foncée, petites, anguleuses, subtriangulaires
et ont un diamétre de 3 a 4 mm x 2mm. Elles sont d’une saveur amere, le tégument

externe est réticulé (figure2) (Chopra et al., 1960).
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Figure 2 : Les fruits, graines de Peganum harmala.

1.1.3 Classification botanique

Bien qu'il appartienne a la famille des Zygophyllaceae mais sa position taxonomique

est encore discutable et on a proposé une famille séparée Nitrariaceae pour ce genre (Shehan

et chasse, 1996).
Embranchement Spermatophytes
Sous embranchement Angiospermes
Classe Dicotylédones
Sous classe Rosidae
Ordre Sapindales
Famille Zygophyllaceae

Genre Peganum

Espece Peganum harmala L (Ozenda, 1991).
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I.1.4 Nomenclature et appellation
Nom latin: Peganum harmala.
Nom commun: Rue sauvage; Rue verte; Pégane (Lamchouri et al., 2000).

Nom vernaculaire :

Harmel; Armel; L’harmel (L'Afrique du Nord) (Mahmoudian., et al 2002).

Pégane et Rue sauvage (en France) (Asgarpanah et Ramezanloo, 2012).

o Harmel Sahari (en Algérie).

o Bender tiffin (en Maroc) (Achour et al., 2012).

e Bizrel harmel (en Egypte) (Arab, 2000).

o Espand, Espand (Iran ) (Minaet al., 2015).

o African Rue, Mexican Rue ou Turkish Rue (Etats-Unis) (Mahmoudian et al., 2002).

yuzerlik or tzerli (en Turquie) (Frison et al ., 2008).

1.1.5 Origine, habitat et exigences

Peganum harmala est originaire d'Afrique, du Moyen-Orient et d'Asie du Sud. C’est
une espéce endémique des zones semi- arides, qui se développe dans les zones sahariennes du

Nord du continent africain et se prolonge jusqu’au Nord de 1’Inde et au Nord de la Chine.

Elle pousse en Europe australe et austro-orientale et en Asie mineure, au Sahara
septentrional et méridional et aux montagnes du Sahara central (Abbassi et al., 2003). Elle se
retrouve de fagon abondante dans les zones subdésertiques (Tunisie, Algérie, Libye, Egypte et
au Maroc), dans certaines régions de I'Europe méditerraneéenne et en Russie méridionale, elle

a été introduite en Amérique et en Australie (Chopra et al., 1960).

En Algeérie, Peganum harmala est commune aux hauts plateaux, au Sahara
septentrional et méridional et aux montagnes du Sahara central. Elle est réputée dans les
terrains sableux, les lits d'oued, a l'intérieur des agglomérations (Maire, 1933 ; Bouziane,
2012), les champs incultes secs, les decombres et les steppes terreuses (Jahandiez et Maire,
1932 ; Idrissi Hassani et Hermas, 2008).
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Peganum harmala exige des lieux ouverts, ensoleillés, des endroits secs et sols
pierreux, elle résiste trés bien aux sécheresses et se développe lorsque le taux de nitrate dans
le sol est important celui qui se trouve, surtout, au niveau des stationnements d’animaux
(Aimé, 1988 ; Aboura, 2006). Donc I’apparition de cette espece est un indicateur des milicux
naturels dégradés et des sols caillouteux (Nedjimi et Guit, 2012). A cet effet, on ’appelle une
plante ruderale, c'est a dire qu'elle préfere les sols enrichis en déchets azotés (Le Bourgeois et
Merlier, 1995).

1.1.6 Culture et récolte

En raison de I’importance économique et médicinale de Peganum harmala, la culture
de cette espéce devient de plus en plus nécessaire. Elle exige des endroits ensoleillés, une
terre légere et riche. Les graines doivent étre bien mélangées avec un sol moitié sable, moitié
terreau, légerement humide et bien drainé durant les mois Avril et Mai. Les graines sont mises
a une profondeur de 5 a 10 mm sous le sol, et germent ensuite en quelques jours, parfois
quelques semaines. La premiére année, la culture est réalisée dans des pots, en évitant
I'exposition directe au soleil et les gelés de I’hiver. La croissance de ces plantes est rapide

dans les climats chauds (Psychonaut, 2006).

Une grande partie d’efficacité de I’Harmal, dépend du stade de développement et de
la période de récolte. Les graines sont récoltées lorsque les capsules des fruits murissent. Les
racines peuvent étre récoltées en automne, puis sont coupées en morceaux et séchées au soleil.
Apres le séchage, I’herbe doit étre stockée dans un endroit sec et frais pour une meilleure

exploitation (Psychonaut, 2006).
1.1.7 Utilisation traditionnelle et pharmacologique

Depuis un temps reculé, le Peganum harmala semble avoir été utilisé par les
populations de I'ancien monde et particulierement de I'Orient comme une plante medicinale
ayant des propriétés emménagogues, anthelminthiques, antiparkinsoniennes, et enivrantes
(Claude, 1967).

Peganum harmala est trés utilisée en médecine traditionnelle algérienne et

maghrébine dans le traitement de plusieurs troubles tels que : la stérilité féminine, les

maladies de ’utérus, les dermatoses (eczémas), les conjonctivites purulentes, les blépharites,

I’alopécie, le tétanos néonatal et les oreillons. Cette espéce peut traiter aussi les hémorroides,
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I’hypertension artérielle, les troubles digestifs et I’empoisonnement par le venin des serpents.
Elle possede des propriétés hypnotiques, antipaludiques, antipyrétiques, antitussives,

sudorifiques, antiseptiques, cicatrisantes et dépuratives (Hammiche et Merad, 1997).

Dans la médecine traditionnelle marocaine, les graines de Peganum harmala sont
utilisées sur plusieurs formes (poudre, décoction, macération ou infusion) dans le traitement
des diarrhées, des tumeurs et de l'avortement. Elle est utilisee comme un remede pour les
événements douloureux (rhumatismaux, intestinaux et articulation douloureuse) (Bellakhdar,
1997 ; Farouk et al., 2007). Il faut enfin signaler que I’inhalation par fumigation du harmel
est une pratique courante, soit dans un but thérapeutique, soit en prophylaxie magique
(Bellakhdar, 1997).

Les graines de Peganum harmala sont riches en alcaloides (B-carbolines) qui ont un
large spectre d'actions pharmacologiques dans divers domaines. Ceux-ci incluent
antispasmodique, (Kirtikar et Basu, 1935; Chopra et al., 1958), anticancéreux (Bellakhdar,
1997), les effets sur le systéme nerveux central (Bruinvels et Sourkes, 1968),
hallucinogenése (O'Hearn et Molliver, 1993),liaison a divers récepteurs, y compris la 5-HT
et les récepteurs de liaison aux benzodiazépines (McCormick et Tunnicliff, 1998),
I’inhibition de l'agrégation plaquettaires (Saeed et al., 1993) et les effets immunomodulateurs
(Li, 1996). Elle est aussi utilisée pour dissiper les troubles de I’anxiété et les convulsions des
enfants, en pommade pour leurs frictions et en tant que sédatif nerveux pour le traitement de

I’insomnie et la dépression nerveuse (Davood et Nazanin, 2005).
1.2 Caractéristiques phytochimiques

Des études phytochimiques réalisées sur la plante Peganum harmala ont permettent
d’isoler plusieurs types de composés chimiques tels que les alcaloides, stéroides,
flavonoides, anthraquinones, acides aminés et les polysaccharides a partir des graines,

feuilles, fleurs, tiges et des racines (Hua et al ., 2013).
1.2.1 Les alcaloides

La plupart de ses alcaloides sont des alcaloides indoliques simples & g carbolines tels
que, harmine, harmaline, harmalol, harmol, harman, tetrahydroharmine et harmalicidine et des
alcaloides Quinazolines comme : Peganine (vasicine), vasicinone (Mahmoudian et al.,

2002 ; Lamchouri et al., 2013) et déoxyvasicinone.
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1.2.1.1 Les béta-carbolines (p carbolines)

L'harmaline, I'narmine, I'narmalol, I'harmol et le tétrahydroharmine sont identifiés et
quantifiés comme étant les principaux alcaloides béta-carbolines de Peganum harmala. Les
graines et les racines contiennent un taux plus élevé des alcaloides avec un taux faible dans
les tiges et les feuilles, et sont absent dans les fleurs. L'harmine et I'harmaline s'accumulent
dans les graines seches a 4,3 et 56%, respectivement, dharmalol a 0,6% et le
tétrahydroharmine a 0,1%. Les racines contiennent I'narmine et I'harmol avec 2 et 1,4%

respectivement (Herraiz et al., 2010).
1.2.1.2 Les alcaloides Quinazolines

Les graines de Peganum harmala contiennent également une autre classe des

alcaloides, les quinazolines, dont le précurseur est I’acide anthranilique (Qurat ,2013).

Les alcaloides quinazolines isolés a partir des différentes parties de la plante Peganum
harmala sont représentés par la Péganine, le Vascinone (Zharekeev et al., 1974) et la
Déoxyvasicinone . Astullah et al., (2008) ont isolé deux autres alcaloides Dipeganine et

Dipeganol a partir de I’extrait méthanolique des graines de Peganum harmala.
1.2.2 Les composes phénoliques

Les polyphénols sont des métabolites secondaires présents chez toutes les plantes
vasculaires. (Lebham, 2005). L'élément structural de base est un noyau benzoique auquel
sont directement liés un ou plusieurs groupes hydroxyles, libres ou engagés dans une autre

fonction chimique (éther, méthylique, ester, sucre) (Bruneton, 1993).

1.2.2.1 Les flavonoides

L’analyse de 1'extrait méthanolique des parties aériennes de Peganum harmala a
permet d’isoler quatre flavonoides glycosides, acacetin 7-O - rhamnoside, 7-O -6"-O-
glucosyl-2 "-  O-(3 ™- glucoside dacetylrhamnosyl), 7-0-(2"-0-rhamnosyl-2"-O-
glucosylglucoside) et glycoflavone 2™-O rhamnosyl-2"-O-glucosylcytisoside (Sharef et al.,
1997).
1.2.3 Les terpenes ou terpénoides

Du point de vue structural, les terpenes constituent une grande famille de composeés
prénologues, c¢’est-a-dire d’homologues a enchainement isoprénique. Le terme de terpénoides

est attribué a tous les composés possédant une structure moléculaire construite d’un
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monomere a 5 carbones appelé isopréne, ces compos€s sont majoritairement d’origine
veégétale (Malecky, 2005). Jusqu'a présent, dix triterpénoides ont été identifiés a partir du
genre Peganum. Quatre triterpénoides : l'ester méthylique de l'acide 3, 27-dihydroxyl-20
(29) -en-28-oique, ester méthylique de I'acide 3 -acétoxy-27-hydroxylup-20 (29) -en-28-oique
et acide 3 -acétoxyolean-12-éne-27,28-dioique 28-méthylester ont été isolés de I'extrait
éthanolique des racines de Peganum nigellastrum (Ma et al .,2007).

1.2.4. Anthraquinones

Une étude réalisée sur les graines de Peganum harmala a permis d’isoler trois
anthraquinones, la peganone I, la peganone Il et I'anthraquinone glucoside. Les structures ont
été déterminées par comparaison de leurs RMN, SM, données physiques avec ceux décrits
dans les littératures (Fan et Yao, 1992 ; Li, 2005).

1.3 Activité antifongique et Fusarium oxysporum
1.3.1 Généralités

Les antifongiques tirent leur nom du latin Fungus qui signifie champignons. Ce sont
des préparations médicamenteuses soignant les infections dues aux champignons de fagon
générale. Parmi eux, certains sont modernes et d'autres traditionnels. Les champignons Ce
sont des organismes hétérotrophes par rapport au carbone : ils se nourrissent en extrayant de
leur environnement des composés organiques déja constitués. Ils ne possédent pas de racine ni
de feuille, et leur appareil végétatif appelé mycélium peut étre unicellulaire dans le cas des

levures, ou pluricellulaire dans le cas de champignon filamenteux (Blackwell, 2011).

Se sont des microorganismes filamenteux, 1’élément structural est I’hyphe, plusieurs
hyphes formant le mycélium ou thalle. Le régne des champignons est composé de quatre

phylas : Chytridiomycota, zygomycota, ascomycota et basidiomycota (Delarras, 2007).
Les champignons microscopiques ou myceétes comprennent :

+ Les levures, champignons unicellulaires.

+ Les moisissures, champignons filamenteux, ils sont ubiquistes, se rencontrent
également sur les végétaux, les produits d’origine végétale, les viandes et les produits
d’origine animale, les cadavres d’animaux et les déjections des animaux herbivores

(Delarras, 2007).
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1.3.2 Le Fusarium oxysporum

L'espece Fusarium oxysporum est bien représentée parmi les communautés des
champignons du sol, dans tous les types de sols dans le monde entier (Burgess, 1981). Cette
espece est également considérée comme un constituant normal des communautés fongiques

dans la rhizosphere des plantes (Gordon et Martyn, 1997).
1.3.2.1 Définition

Le nom Fusarium est donné aux champignons dits « imparfaits » .Dans le genre
Fusarium, les formes asexuées (anamorphes) sont les plus connues. Cependant, il existe
guelques souches de Fusarium qui possédent une forme parfaite (téléomorphe). Ces formes
appartiennent a la classe des Ascomycetes, a I’ordre des Hypocreales, a la famille des

Nectriaceae et aux genres Gibberella, Nectria et Plectosphaerella (Rakotonirainy, 2014).

Toutes les souches de Fusarium oxysporum sont saprophytes et capables de grandir et
de survivre pendant de longues périodes sur la matiére organique dans le sol et dans la

rhizosphére de nombreuses especes végetales (Garrett, 1970).
1.3.2.2 Description

Les colonies du Fusarium apparaissent rapidement, avec ou sans mycélium aérien
cotonneux. Elles sont pales ou de couleur vive (selon les especes). La couleur du thalle varie
de blanchétre a tons jaunes, roses, rouges ou pourpres. Les especes de Fusarium produisent
généralement a la fois des macros et micros conidies de phialides minces. Les macros
conidies sont hyalines, deux a plusieurs unicellulaires, fusiforme a forme de faucille, la
plupart du temps avec une cellule apicale allongée et pédicellée basocellulaire (brillowska et
al., 2013).

Les micros conidies sont un ou deux unicellulaires, hyalines, plus petites que
macroconidies, piriformes, fusiformes a ovoide, droites ou courbes. Les Chlamydospores

peuvent étre présents ou absents (brillowska et al., 2013).
1.3.2.3 Taxonomie

La taxonomie de Fusarium a été basee sur les caractéristiques morphologiques de

I'anamorphe, y compris la taille et la forme des macroconidies, la présence ou l'absence de
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macroconidies et des chlamydospores, la couleur des colonies et la structure des
conidiophores (Windels, 1992 ; Bekkar, 2016).
Reégne : fungi

Division : ascomycota
Classe : deutéromycétes
Ordre : moniliales
Famille : tuberculariaceae
Genre : fusarium
Espeéce : fusarium oxysporum ciceris (Bekkar, 2016).

1.3.2.4 Cycle infectieux

Fusarium oxysporum est un habitant du sol ou il croit sur des débris de plantes ou
survit en forme de chlamydospores. Ces dernicres restent dormantes et immobiles jusqu’a la
stimulation de la germination par des substrats organiques ou exsudats racinaires. Suite a la
germination, il y a formation d’un mycélium. Si les conditions sont favorables, le thalle

produit des conidies (Agrios, 2005).

En présence d’une plante hote, le mycélium envahit les racines suite a la pénétration
de I’épiderme, et on observe le développement des symptémes de la maladie chez la plante
(figure3) (Abed, 2017).
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Figure 3 : Cycle de vie de Fusarium oxysporum (Abed, 2017).

1.3.2.5 Altération

Les pathogenes de la fusariose montrent un haut niveau de spécificité de I'hbte et, en
fonction de I'espéce végétale et de la plante cultivars gu'ils peuvent infecter (Armstrong et
Armstrong, 1981). Les espéces de Fusarium provoquent des maladies qui entrainent des
pertes économiquement importantes chez les plantes cultivées aux champs et en serre (Fravel
et al.,, 2003). Le Fusarium oxysporum comporte des formes phytopathogeénes les plus
fréquentes et les plus importantes de la microflore fongique des sols cultivés (Baayen et al.,
2000). lIs pénetrent dans les racines induisant soit des pourritures ou trachéomycose quand ils
envahissent le systéme vasculaire. Beaucoup d'autres souches peuvent pénétrer dans les
racines, mais ne pas envahir le systéme vasculaire ou provoquer une maladie (Olivain et
Alabouvette, 1997).
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1. Matériel et méthodes

1.1 Matériel

11.1.1. matériel végétale

Les graines de Peganum harmala ont été achetées chez un herboriste a la wilaya de
Bordj Bou Arreridj, au mois de mars 2018 (figure 4), elles ont été ensuite nettoyees des
impuretés, lavées avec de I’eau de robinet et séchées a 1’abri de la lumiére pendant quelques
jours, ensuite broyées a 1’aide d’un mortier en poudre moyennement fine, a partir de laquelle

I’extrait méthanolique et I’huile fixe ont été préparés.

La plante utilisée dans notre étude est identifiée selon les données descriptives de ses

caractéristiques morphologiques (Bruneton., 1999 ; Couplan et styner, 2000).

Figure 4 : La plante de Peganum harmala au mois de Mars (Photo originale).

11.1.2. Souches de moisissures

La moisissure Fusarium oxysporum a été obtenue auprés du laboratoire de
phytopathologie de ’université de Mohammed El Bachir El Ibrahimi-Bordj Bou Arreridj.

L’identification s’est effectuée par M" Dahoul.
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1.2 Méthodes

11.2.1 préparation des extraits
11.2.1.1 préparation de I’extrait méthanolique (EBG)

La macération consiste a laisser reposer la ou les plantes dans un liquide, de 1’eau, de
I’alcool, de I’huile ou méme du vinaigre, afin d’en extraire les principes actifs. 50g de poudre
de graines sont agités dans 250ml de méthanol pendant 1h 30min (300RPM).Le mélange est
macéré pendant 48h a 1’abri de la lumiére, & une température ambiante. La filtration est
effectuée sous vide a I’aide d’un entonnoir et d’un coton puis avec papier wattman (n°3), le

solvant est évaporé au rota vapeur pour obtenir I’extrait brut (figureb).

50g de matériel végetal sec

<

Addition de 250ml du méthanol

P

Macération 48h a une température ambiante a I’abri de la lumiére

-

Filtration sur papier wattman (n°3)

»

Filtrat Marc
Evaporation au rota vapeur (35° C) _> Extrait méthanolique

Figure 5 : Protocole de préparation des extraits bruts des graines par macération  (Benbott

etal ., 2013).
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L’extrait brut est par la suite séché dans 1’étuve a 35°C pendant 48h puis gratté et

conservé a 4 °C jusqu’a son utilisation.

Le rendement calculé par rapport au poids de la poudre est exprimé par 1’équation ci-dessus

Meb
Rdt = ——x 100
Mvg

Rdt : rendement (en%).

Meb : masse de 1’extrait brut obtenu.
Mvg : masse végétale.

11.2.1.2 Extraction de ’huile fixe

Deux méthodes sont utilisées dans le but d’extraire 1’huile fixe a partir des graines de

Peganum harmala.
+ Par macération

50g des graines finement broyées sont agitées avec 250 ml d’éther de pétrole pendant 3a
4h a une température ambiante et a I’abri de la lumiére. Le mélange est filtré une premiére
fois & I’aide d’un entonnoir et d’un coton et une deuxiéme fois a I’aide d’un papier wattman
(n°3). Afin d’obtenir I’huile fixe, le filtrat est déposé sous la héte pendant 3 jours durant

lesquels le solvant s’évapore.
+ Extraction par soxhlet

Un ballon contenant 300 ml d’hexane est surmonté d’une cartouche en cellulose
contenant 50g de poudre des graines. L’huile des graines de Peganum harmala est extraite a
chaud sous reflux pendant 3 heures (au moins 8 cycles sont nécessaires pour un épuisement
total du contenu des graines). L’hexane mélangé avec 1’huile issue de cette opération est

évaporé en utilisant le rotavapeur (Akpan et Jimoh, 2006 ; Garba, 2006).
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11.2.2 Analyse qualitative (Chromatographie sur couche mince) (CCM)

La chromatographie sur couche mince est une technique de séparation des constituants
d’un mélange complexe par entrainement a I’aide d’une phase mobile (solvant) le long d’une

phase stationnaire (gel de silice), en se basant sur les phénoménes d’adsorption et de partage.

Pour analyser les différentes extraits de la plante de Peganum harmala, une CCM a été
réalisée sur plaques de gel de silice (20x20 cm, 60 F254) de marque MACHEREY-
NAGEL(Germany). Pour une bonne séparation 2 éluants (phases mobiles) sont utilises :

= Phase mobile 1 : Hexane/ACET : 20/4 qui permet une meilleure séparation de 1’huile
fixe (HFG).

» Phase mobile 2 : CH3CL3/MeOH/ACET/H,0 : 20/50/30/0.2 qui permet une meilleure
séparation de I’extrait brut (EBG).

Les plaques sont activées dans 1’étuve pendant 3 min. Aprés dissolution de ’EBG dans
le méthanol et de I’ HFG dans I’hexane, nous déposons environ 5ul d’EBG (100 mg/ml) et de
I’HFG a 40% avec 5ul de standard sur la plaque qui est ensuite séchée dans 1’étuve puis
introduite dans la chambre de migration préalablement saturée par les vapeurs de la phase
mobile. Quand le front du solvant atteint 1cm du bord supérieur, le chromatogramme est

retiré, séché puis visualisé séparément par deux systemes de révélation :

e Révélation physique sous lampe UV a 254 nm.

e Révélation physique sous lampe UV a 365 nm.

Les standards utilisés sont : Vit E ; AG ; Qc ; Bcat. Les rapports frontaux des spots issus
de la séparation sont calculés et comparés a ceux des standards permettant ainsi
I’identification des constituants d’EBG et d’HFG.

11.2.3 Dosage des polyphénols totaux et des flavonoides dans les extraits
11.2.3.1 Dosage des polyphénols totaux

La quantification de ses métabolites est effectuée selon plusieurs méthodes analytiques.

La méthode la plus utilisée est celle de Folin-Ciocalteu.

» Principe
Le réactif Folin-Ciocalteu est constitu¢é d’un mélange d’acide phosphotungstique

(H3PW12040) et d’acide phosphomolybdique (HsPMO12040). L’oxydation en milieu
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alcalin du réactif Folin-Ciocalteu par les groupements oxydables des composes
phénoliques conduit a la formation d’un mélange d’oxyde bleu. L’intensité de la
coloration produite, qui a une absorbance maximale a 765nm, est proportionnelle a la
quantité des polyphénols présents dans 1’extrait analysé (Georgé et al., 2005).
» Protocole

la quantité des polyphénols a été déterminée, en suivant le protocole réalisé par Li et
ses collaborateurs (2007). Brievement 1 ml de réactif de Folin (10 fois dilué) est
ajouté a 200 pl d’échantillon ou standard (préparés dans le méthanol) avec des
dilutions convenables, Aprés 4 min, 800 ul d’une solution de carbonate de sodium (75
mg/ml) sont additionnés au milieu réactionnel. Aprés 2 h d’incubation a température
ambiante 1’absorbance est mesurée a 765nm par spectrophotométrie. La concentration
des polyphénols totaux est calculée a partir de 1’équation de régression de la
gamme d’étalonnage établie avec 1’acide gallique (0-120 pg/ml) et est exprimée en g

d’équivalent d’acide gallique par milligramme d’extrait (ug EAG/mg d’extrait).
11.2.3.2 Dosage des flavonoides

La quantification des flavonoides, dans les extraits de Peganum harmala, a été effectuée
par la méthode au trichlorure d’aluminium (AICI3), en suivant le protocole de Bahorun et ses
collaborateurs (1996).

» Principe
La formation d’une liaison covalente entre le trichlorure d’aluminium et les
groupements hydroxyles (OH) des flavonoides produise un complexe de couleur jaune

ayant une absorbance maximale a 430nm (Ababsa, 2009).

> Protocole

A 1ml d’échantillon, 1ml de la solution d’AICI3 (2% dans de I’méthanol) est ajouté. Aprés
10min d’incubation, a température ambiante et a I’abri de la lumiére, les absorbances sont
mesurées par le spectrophotometre a 430nm. Toutes les manipulations sont répétées 3 fois. La
concentration des flavonoides est déduite & partir d’une gamme d’étalonnage établie avec la
quercétine (0-60 pg/ml) et est exprimée en microgramme d’équivalent de quercétine par

milligramme d’extrait (ug EQ/mg d’extrait) (Ababsa, 2009).
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11.2.4 Evaluation de I’activité antifongique
11.2.4.1 Préparation de milieu de culture
Le milieu de culture utilisé dans cet essai est le PDA (Potato dextrose agar) :

200g de pomme de terre, 20g de glucose, 20g d’agar —agar, 1000ml d’eau distillée. Le PDA

est incliné et conservé a une température de 4 °C
11.2.4.2 Préparation de moisissures

La culture de la souche fongique Fusarium oxysporum maintenue dans le milieu PDA
est incubée dans 1’étuve a 25°C pendant 3 jours. Avant L’utilisation, des fragments de

Fusarium sont agités dans 10 ml d’eau physiologique stérilisée préalablement dans

I’autoclave puis conservés pendant 24h a 4 C° pour une meilleure libération des spores
(figure 6).

Figure 6 : Aspect macroscopique de Fusarium oxysporum.

11.2.4.3 évaluation de I’activité antifongique

Le test antifongique est réalisé selon la méthode décrite par Srifi (2011) avec
quelques modifications. Pour cela une gamme de 5 concentrations de 1’extrait méthanolique et

de I’huile fixe des graines de Peganum harmala a été préparée comme suit :

» 25mg/ml
» 50 mg/ml
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» 100 mg/ml
» 200 mg/ml
» 400 mg/ml

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

Dans du tween 80% dilué (3ml de tween sont dilué dans 97ml de I’eau distillé), les

concentrations suivantes de I’huile fixe ont été préparées :

5% (5ul/100 pl de Tween dilue).
10% (10pl/200ul de tween dilué)
20% (20p11/200pl de tween dilué)
40% (40u1/200pl de tween dilué)
60% (60l/100pl de tween dilué)

vV V. V V V

= Préparation des boites

Apres fluidification du milieu PDA au bain-marie & 50°C, on coule dans la zone stérile un
volume de 20 ml de ce milieu dans les boites de pétrie et on laisse refroidir a température

ambiante pendant 2h (pour une meilleure solidification du milieu dans les boites de pétri).

L'ensemencement est fait a partir des suspensions de champignons Fusarium oxysporum

préparées dans 10 ml d’eau physiologique autoclavée.

A I’aide d’une pipette pasteur, on creuse trois puits (5Smm de diamétre) sur le milieu de
culture dans chaque boite semi ouverte. Nous avons préparé 5 boites pour I’EBG, 5 pour I’
HFG et 2 pour le témoin (1I’'une pour I’EBG et I’autre pour I’ HFG).

Chacun des 3 puits est rempli avec un volume de 5ul de gelose molle pour éviter la
diffusion de nos extraits sous PDA. Apres 15 min (durant lesquelles la gélose molle séche),

on pose environ 20ul d’extrait ou d’huile fixe dans chaque puits.

e La boite ttmoin de I’EBG : les 3 puits contenant chacun 20ul de solvant DMSO.

e La boite témoin de I’HFG : les 3 puits contenant chacun 20ul de Tween dilué.

On laisse pré-diffuser les produits (’'EBG et I’HFG) pendant 30 min a température
ambiante. Les boites sont bien fermées avec du para filme dans la zone sterile, puis placées

dans ['étuve a 25°C .Le suivi s’effectue quotidiennement.
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NB : La manipulation de I’activité antifongique est effectuée entre les becs benzene (zone

stérile) pour éviter la contamination.
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I11. Résultat et discussion

I11 .1 Rendements des extractions
I11.1.1 La macération (préparation de I’extrait brut des graines EBG)

L’extrait brut des graines de Peganum harmala est préparé selon la méthode de
maceration dans le méthanol. Aprés 1’extraction et 1’élimination de toute trace de solvant, le
rendement calculé par rapport au poids de la poudre est le suivant. Le tableau I exprime le

résultat.

Tableau I : Le rendement, 1’aspect et la couleur de 1’extrait brut.

Extrait Aspect physique Couleur Rendement

EBG Poudre Brune 12.08%

Les résultats obtenus de [I’extraction & partir des graines de Peganum harmala
indiquent que cette plante contient une teneur remarquable de composés extractibles (Kar,
2007). Dans une autre étude réalisée par Rezzagui (2012) sur la méme espece, un rendement

de 20.18% a été trouvé. Ce dernier est proche a nos résultats.

Il est important de souligner que la méthode utilisée (le choix des solvants), ainsi que
les conditions dans lesquelles I’extraction a été effectuée (a chaud ou a froid), affectent le
contenu total en phénols et en flavonoides, par conséquent, les activités biologiques médiées

par ces métabolites (Lee et al., 2003).
111.1.2 Extraction des huiles fixes des graines de Peganum harmala

L’extraction des huiles fixes a partir des graines de Peganum harmala est réalisée par
deux méthodes ; la premiere est une maceération dans 1I’éther de pétrole et la deuxiéme est une

extraction par soxhlet en utilisant I’hexane comme solvant, les rendements sont calculés et les

résultats sont exprimés dans le tableau IlI.
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Tableau I1 : les rendements, les aspects et les couleurs des huiles fixes obtenues.

Methode Aspect physique Couleur Rendement
d’extraction
Par macération Poudre Brune 5.08%
Par soxhlet Poudre Brune 2.2%

Le tableau Il montre des rendements différents obtenus par deux méthodes
différentes en utilisant des solvants différents. En plus, la méthode de macération dans 1’éther
de pétrole donne un rendement deux fois plus élevé en comparaison avec celui des la
méthode d’extraction par soxhlet. Selon Su et ses collaborateurs (2006), le rendement de la
méthode d’extraction dépend de plusieurs facteurs a savoir : le temps de macération, la

température, le solvant utilisé et la nature chimique de 1’échantillon
I11.2 Analyse qualitative (Ila chromatographie sur couche mince)

111.2.1 la CCM des différents extraits des graines de peganum harmala

Pour ses faibles contraintes techniques, son emploi simple et son cot modeste, la
CCM est un outil de choix pour I’analyse phytochimique. De ce fait, nous avons opté pour
cette technique dans le but d’analyser qualitativement les différents constituants qui peuvent
étre probablement trouvés dans nos extraits (’EBG ; I’ HFG) de Peganum harmala. Deux

phases mobiles sont utilisées :

v" Phase mobilel : Hexane/ACET 20/4
v" Phase mobhile 2 : CH3;CL3/MeOH/ACET/H,O 20/50/30/0.2

La révélation est réalisée par I’observation sous lumiére ultraviolet (254 - 365nm)
(figure 7et 8). Selon Hassani et Miloud (2013), I'examen par CCM de l'extrait et de d'huile
fixe des graines de Peganum harmala montre que, par le procéde d'extraction utilisé (par
soxhlet), I'nuile fixe de Peganum harmala contient une teneur importante d'alcaloides ou
dominent I'narmaline et I'harmine. Cette teneur en alcaloides et le faible rendement

d'extraction de I'huile a partir des graines en font évidemment une huile impropre a la
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consommation, contrairement a ce qui a été proposé par certains auteurs (Siddiqui et Afza,
1978).

EG LG Qc AG Bcat VitE EG LG Qc AG Bcat  VitE

Figure 7: Séparation par CCM de I’extrait brut et d I’huile fixe des graines de Peganum
harmala. Phase mobile 1 : Hexane/ACET : 20/4 sous UV 365 et 254nm.

e Qe Ao Pid e

EG LG Qc AG  Bcat VitE EG LG Qc AG  Bcat VitE

Figure 8: Séparation par CCM de I’extrait brut et d’huile fixe des graines de Peganum
harmala. Phase mobile 2 : CH3;CL3/MeOH/ACET/H,O 20/50/30/0.2 Révélation : sous UV
365 et 254nm.
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La chromatographie sur couche mince de I’extrait brut et de I’huile fixe des graines de
Peganum harmala nous a permis de séparer plusieurs substances qui sont apparues sous

formes des spots colorés sous I’'UV a 254 et 365nm.

Suite a I’observation sous la lampe UV (254 et 365nm), la comparaison des Rfs des
spots issus de la séparation de I’EBG et de I’ HFG avec ceux des témoins utilisés permet
d’avoir une idée sur les composés présents dans les graines de Peganum harmala les résultats

sont présenté dans les tableaux 111 et IV.

Le rapport frontal (Rf) définit par la formule :

Distance parcourue par la substance

Distance parcourue par le solvant

Tableau I11: Rapports frontaux des spots issus de la séparation d’EBG et de ’HFG de

Peganum harmala avec les standards utilisés pour la phase mobile 1.

Extrait / standards Révélation a 254nm Révélation a 365nm

EBG = =

HFG 0,03.0,07.0,13. 0,17 0,03.0,07.0,13. 0,17
.0,27.0,5 .0,27.0,5

Qc - -

AG - -

Bcat = 0,68

VitE - 0,13.0,5

+ phase mobile 1 Hexane/ACET

Suite a I’observation sous la lampe UV (365 nm) de la VitE (Rf: 0,13 et O, 5) est
probablement présente dans I’HFG. Cependant les Rfs des spots issus de I’HFG sous la

lampe UV (254 nm) ne correspondent a aucun Rf des standards utilisés.
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Tableau 1V : Rapports frontaux des spots issus de la séparation d’EBG et d’HFG de
Peganum harmala avec les standards utilisés pour la phase mobile 2.

Extrait / standards Révélation a 254nm Révélation a 365nm
EBG 0,08. 0,45 .0, 57. 0,75 0,08. 0,75

HFG 0,5 -

Qc 0,75 0,75

AG 0,48 0,48

Bcat 0,45 -

VitE - 0,75

+ phase mobile2  CH3CL3/MeOH/ACET/H,0

L’observation sous la lampe UV (365 nm) a montré que la quercétine et la VitE avec
des Rfs: 0,75; 0,75 respectivement sont probablement présents dans I’EBG tandis que la
révélation a 254 nm montre que la quercétine et la Bcat avec des Rfs: 0,75; 0,45
respectivement peuvent également étre présents dans ’EBG. Cependant le Rf du spot

unique issu de I’HFG ne correspond a aucun Rf des standards utilisés.

Le spectre d’UV des différents composés présentés dans I’EBG est présenté dans la
figure(9) qui montre la présence des absorbances différentes correspondant a des pics
différents pour les longueurs d’ondes suivantes : A max : 663.40, 426.20, 415.00, 409.4, 404.4

A

ADSOIDdnce
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Figure 9 : Spectre UV des composés d’EBG
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Le spectre d’UV des différents composés présents dans I’HFG est présenté dans la
figure (10) qui montre la présence des absorbances différentes correspondant a des pics

différents pour les longueurs d’ondes suivantes A max : 669.00, 533.40, 471.80, 443.20,
412.2, 304.6, 294.80, 284.00

Absorbance

FigurelO : Spectre UV des composés de I’ HFG

111.3 Analyse quantitative
111.3.1 Teneur en polyphénols totaux

Un dosage des polyphénols totaux et des flavonoides a été effectué dans le but d’estimer
leur teneur dans I’EBG de peganum harmala

La teneur en polyphénols totaux de I’extrait brut des graines de Peganum harmala a
été estimée par la méthode de Folin-Ciocalteu (Li et al., 2007) qui a été choisie pour les
raisons suivantes :C’est une méthode qui satisfait aux critéres de faisabilité et de
reproductibilité, elle est bien standardisée, la grande longueur d’ondes (765nm) d’absorption
du chromophore permet de minimiser les interférences avec la matrice d’échantillon qui est
souvent colorée et c’est un test largement pratiqué dans les laboratoires de recherche a travers

le monde (Huang et al ., 2005) I’acide gallique a été utilisé comme standard.

La quantité des polyphénols totaux a été rapportée en microgramme d’équivalent de
I’acide gallique par milligramme d’extrait (ug EAG/mg d’extrait). Les résultats obtenus sont

représentés par une courbe d’étalonnage (Annex), ayant comme 1’équation: Y= 0.006x +
0.026 R2=0.990
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A partir de la courbe d’étalonnage, la teneur en polyphénols totaux d’extrait

méthanolique des graines de Peganum harmala ’EBG est de 290.83 ug EAG/mg d’extrait.

La comparaison de nos résultats avec ceux trouves par Baghiani et ses collaborateurs
(2012) a montré une faible teneur (27.91) par rapport a ceux trouvés dans la présente étude.
De méme, Rezzagui (2012) a également trouvé que la teneur de 1’extrait méthanolique des
graines de Peganum harmala en polyphénols est plus faible que la notre 79,73 ug EAG/mg.
Cette différence dans les teneurs peut étre expliquée par les conditions environnementales,
climatiques, la période de collecte ainsi que par les facteurs genétiques et les conditions

expérimentales (Boudjouref, 2011).
111.3.2 Teneur en flavonoides

La teneur en flavonoides a été révélée par la méthode du trichlorure d’aluminium
(Bahorun et al ., 1996) c’est une méthode simple, peu couteuse offrant une sensibilité,
raisons pour lesquelles elle est plus pratique aux laboratoires d’analyses et pour le controle de
qualité. En outre, cette méthode permet de déterminer la teneur totale en flavonoides méme en
présence d’autres composés polyphénoliques qui ne forment pas des complexes avec AlCl;

(Matyushchenko et stepanova, 2003). Elle utilise comme standard la quercétine.

La quantité des flavonoides a été rapportée en microgramme d’équivalent de la
quercétine par milligramme d’extrait (ug EQ/mg d’extrait). Les résultats obtenus sont
représentés dans une courbe d’étalonnage (Annexe), ayant 1’équation: Y= 0.041x+0.066
R2=0.0997.

La détermination quantitative des flavonoides totaux par la méthode du trichlorure
d’aluminium dans le présent travail a révélé que I’extrait brut des graines est trés riche en
flavonoide avec une teneur de 82.83 pg EAG/mg par rapport aux résultats obtenus par
Rezzagui (2012) (4.03 = 0.29) sur la méme espéce.
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I11.4 Activité antifongique

111.4.1 Sensibilite des champignons aux différents extraits de Peganum harmala

Les champignons et les levures causent de graves pathologies qui touchent I’homme,
parmi lesquelles on peut citer les mycotoxicoses (causés par Aspergillus et Fusarium).Dans
notre étude, nous avons testés I’activité antifongique des différentes extraits des graines de
Peganum harmala vis-a-vis la souche fongique Fusarium oxysporum par la méthode de
diffusion en milieu solide (les puits).

Les diameétres des zones d’inhibition par ’'EBG et de HFG de Peganum harmala
aprés 7 jours d’incubation sont présentés dans les tableaux V et VI. L’EBG a montré des
zones d’inhibition variant entre 10 a 13.3 mm (y compris le diamétre de puits) pour les
concentrations de 100 a 400 mg/ml, les petites concentrations de 25 a 50 mg/ml n’ont montré
aucune zone d’inhibition pour toute la durée d’incubation. En plus les, résultats montrent que
I’inhibition débute apreés le premier jour d’incubation pour les concertations les plus élevés de

(200-400 mg/ml) (figure 11).

Tableau V : Diamétre des zones d’inhibition en (mm) des différentes concentrations (mg/ml)

d’EBG de Peganum harmala.

Concentration mg/ml

Incubation 25 50 100 200 400

1 jour - - - 10 mm 11.6mm
2 jours - - 10mm 10.2mm 11.6mm
3 jours - - 11mm 13.1mm 12.3 mm
4 jours - - 11mm 13.1mm 12.3 mm
5 jours - - 11mm 13.1mm 13.3mm
6 jours - - 11.3mm 13.1mm 13.3mm
7 jours - - 11.7mm 13.1mm 13.3mm
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En se basant sur les résultats des zones d’inhibition obtenus au cours de 1’évaluation
de I’activité antifongique par la méthode de diffusion dans des puits contre la souche

mycélienne Fusarium oxysporum, on peut déduire les points suivants :

L’EBG s’est montré inefficace sur le Fusarium oxysporum a de faibles
concentrations de 50 mg/ml et 25 mg/ml. L’effet inhibiteur exercé par cet extrait est apparu a
partir des concentrations de 100 mg/ml ; 200 mg/ml ; 400 mg/ml avec des zones d’inhibition
de 11.7, 13.5 et 13,3 mm respectivement aprés 7 jours d’incubation. D’aprés Asgarpanah et
Ramezanloo (2012) les composés actifs les plus importants rapportés dans les graines de
Peganum harmala responsables de ses effets pharmacologiques y compris I’effet antifongique
sont des alcaloides B-carbolines.

La plupart de ces alcaloides sont des alcaloides indoliques simples a g carbolines tels
que, harmine, harmaline, harmalol, harmol, harman, tetrahydroharmine et harmalicidine et des
alcaloides quinazolines comme : Peganine (vasicine), vasicinone (Mahmoudian et al.,

2002 ; Lamchouri et al., 2013) et déoxyvasicinone.

Les résultats obtenus pour I’HFG montrent que les diamétres des zones d’inhibition
varient de 8 mm a 20 mm .L’inhibition débute a partir de 2°™ jours d’incubation pour toutes

les concentrations de I’HFG testées (figure 12).

Tableau VI : Diametre des zones d’inhibition en (mm) des différentes concentrations (%) de

I’HFG du Peganum harmala.

Concentrations (%)

Incubation 5% 10% 20% 40% 60%

1 jour - - - - -

2 jours 8mm 10mm 10.6mm 10.6mm 11mm
3 jours 8.3mm 10.2mm 10.6mm 10.6mm 11mm
4 jours 13.3mm 14mm 17.3mm 17.1mm 19.3mm
5 jours 13.3mm 14mm 17.3mm 17.1mm 19.3mm
6 jours 13.3mm 14mm 17.3mm 17.1mm 20mm
7 jours 13.3mm 14mm 17.3mm 17.1mm 20mm
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On remarque que le diamétre d’inhibition de la concentration minimale de I’HFG est
égale a celui de la concentration maximale de I’EBG ce qui implique que I’HFG s’est avérée

d’une activité antifongique plus efficace que ’EBG.

De plus, la présence de ces alcaloides pourrait impliquer des activités intéressantes,
notamment antibactérienne (Darabpour et al., 2011), antiparasitaire (Rahimi-Moghaddam
et al., 2011) et antifongique (Nenaah, 2010).

D’ailleurs Aboualigalehdari et al. (2016) a démontré que Peganum harmala a inhibé
la formation de biofilm de la souche Candida albicans .Ainsi, plusieurs auteurs ont déja
montré que les métabolites secondaires les plus abandons dans les graines de Peganum
harmala sont les alcaloides B-carboliniques et quinazoliniques avec un pourcentage d’environ
10% (Khashimov et al., 1969 ; Zharekeev et al.,1974 ; Kartal et al., 2003 ; Frison et al.,
2008).

Figure 11 : Photo illustrant les zones d’inhibition de la croissance du fusarium par ’EBG

(C400mg/ml)
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Figure 12 : Photo illustrant les zones d’inhibition de la croissance du fusarium par L’HFG
(Caon)
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Conclusion

La flore Africaine en générale, et Algérienne en particulier, regorge d’une importante
réserve de plantes a caractére aromatique et médicinal. Ainsi, I’utilisation des plantes

médicinales occupe une place importante dans la médecine traditionnelle algérienne.

Ce travail a été mené dans le cadre de réaliser une étude phytochimique et de la
valorisation de [Pactivité antifongique des différents extraits (EBG ; HFG) de la plante
Peganum harmala qui appartient a la famille des Zygophyllaceae récoltée dans la région de

BBA vis-a-vis la souche fongique Fusarium oxysporum.

La macération dans le méthanol dans le but de préparer ’EBG a permis d’obtenir un
rendement de 12.08%, de plus, I’extraction des huiles fixes par macération et par soxhlet a

permis d’obtenir des rendements de (5.08%) et de (2.2%) successivement .

Quantitativement, 1’évaluation du contenu des polyphénols totaux en adoptant la
méthode de Folin —Ciocalteu a révélé la présence d’une teneur importante en polyphénols
(290.83 nug EAG/mg d’extrait). Les flavonoides ont été évalués par la méthode de trichlorure
d’aluminium AICIls, la teneur est de 82.83 pg EQ/mg d’extrait.

Les résultats obtenus de I’activité antifongique montrent que 1’extrait méthanolique
des graines de Peganum harmala a la concentration de Capomgmi est doté d’une activité
antifongique importante sur le Fusarium oxysporum avec un diamétre d’inhibition de 13.3
mm. Cependant une meilleure inhibition a été marquée par I’HFG avec un diametre
d’inhibition treés élevé qui atteint jusqu’a 20 mm.

Le présent travail pourrait étre une porte qui s’ouvre encouragent le test de 1’activité

antifongique d’autres extraits des graines de Peganum harmala sur d’autres moisissures.
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Annexes

Annexe 1 : Appareils et produits chimiques

Réactifs chimique

Méthanol

Ether de pétrole

Quercétine

Acide gallique

Folin Ciocalteu

DMSO

Tween80%

Carbonate de sodium

Alcl36H20 (trichlorure d’aluminium hydraté)

L’hexane

Lol SR S S S SR SR i

le milieu de culture Potato Dextrose Agar (PDA) est préparé au niveau du

laboratoire de phytopathologie.
Appareillage

Rota-vapeur (Germany, BUCHI461).
Bain marie (Memmert)

Agitateur magnétique (GP SELECTAS ACE)
Etuve(Memmert)

Autoclave

Spectrophotométre visible

Bec benzéne

Balance a précision(Kern)

L’héte (EQUIPLABO)

Vortex (Top Mix)

Soxhlet.

Plaque chauffante

FF F R R EE R EE

Ampoule a décanter de 250ml pour I’étape de la séparation de deux phases lors

d’extraction de 1’huile fixe



Annexe?2 : les differentes préeparation

1. Préparation de PDA

La préparation de PDA.

2. Préparation de gélose molle

0.4 g d’agar-agar sont agités dans 60ml d’eau distillée sur une plaque chauffante

jusqu’a 1’ébullition de cette préparation.
3. Stérilisation du matériel

L’eau distillée, le milieu de culture (PDA), la gélose mole, les tubes & essai, les
embouts enrobés dans du papier aluminium ont été stérilisés a I’autoclave a 121°C pendant 15

minutes.



Annexe 3 : le dosage des polyphénols et flavonoides

Concentracion de la quercétine en pg/ml
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Courbe d'étalonnage de la quercitrine pour le dosage des flavonoides.




Annexe 4 : Pactivité antifongique

Photos illustrant les boites pétris dans lesquelles I’EBG et ’HFG ont donné une inhibition
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