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Abstract

Antibiotic-resistant bacteria currently constitute a major challenge to global public health.
In response to this issue, medicinal plants represent a promising source of bioactive
compounds that may contribute to the development of new therapeutic alternatives. In this
context, the present study focused on the seeds of Peganum harmala L. (Harmel). The
main objective of this work was to evaluate the antioxidant, antimicrobial, and antibiofilm

activities of different extracts obtained from the seeds of this plant.

Three types of extracts were prepared: a hydro-methanolic extract obtained by maceration,
a hydro-ethanolic extract obtained by maceration, and a hydro-ethanolic extract obtained
by reflux extraction. The results revealed that the hydro-methanolic extract exhibited the
highest extraction yield (21.66%) as well as the highest total phenolic content (45.7 mg
GAE/g dry weight). Assessment of antioxidant activity demonstrated that the ethanolic
extracts possessed a moderate free radical scavenging capacity against DPPH, with 1Csg
values close to 3.7 mg/mL, whereas the methanolic extract exhibited lower antioxidant
activity despite its higher polyphenol content. This discrepancy suggests that factors other
than phenolic content alone may influence the antioxidant potential of the extracts.
Regarding antimicrobial activity, the results highlighted a variable susceptibility among the
tested microorganisms, with generally greater efficacy against Gram-positive bacteria. The
hydro-methanolic extract displayed the most pronounced antimicrobial activity,
particularly against certain strains belonging to the genus Bacillus. The antibiofilm assays
further demonstrated the ability of P. harmala L. extracts to inhibit bacterial adhesion and
reduce biofilm formation, which are key factors involved in the persistence of microbial
infections. Overall, the findings confirm the biological potential of P. harmala L. seeds
and emphasize their value as a natural source of compounds exhibiting antioxidant,
antimicrobial, and antibiofilm activities. Nevertheless, further investigations are required to
identify the bioactive constituents responsible for these effects and to elucidate their

underlying mechanisms of action.

Keywords: Peganum harmala L.; Harmel; phenolic compounds; antimicrobial activity; antioxidant

activity; antibiofilm activity; plant extracts; phytotherapy.



Résumé

Les bactéries résistantes aux antibiotiques représentent aujourd’hui un défi majeur pour la
santé publiqgue mondiale. Face a cette problématique, les plantes médicinales constituent
une source prometteuse de composés bioactifs pouvant contribuer au développement de
nouvelles alternatives thérapeutiques. Dans ce contexte, la présente étude s’est intéressée
aux graines de Peganum harmala L. (Harmel). L’objectif principal de ce travail était
d’évaluer les activités, antioxydante, antimicrobienne et antibiofilm de différents extraits

obtenus & partir des graines de cette plante.

Trois types d’extraits ont été préparés : un extrait hydro-méthanolique obtenu par
macération, un extrait hydro-éthanolique obtenu par macération et un extrait hydro-
éthanolique obtenu par reflux. Les résultats ont montré que 1’extrait hydro-méthanolique
présentait le rendement d’extraction le plus élevé (21,66 %) ainsi que la plus forte teneur
en composés phénoliques totaux (45,7 mg EAG/g de matieére seche). L’évaluation de
I’activité antioxydante a révélé que les extraits éthanoliques possédaient une capacité
modérée a neutraliser le radical libre DPPH, avec des valeurs d’ICs, proches de 3,7
mg/mL, tandis que ’extrait méthanolique a présenté une activité plus faible malgré sa
richesse en polyphénols. Cette différence suggere que d’autres facteurs que la seule teneur
phénolique peut influencer le pouvoir antioxydant des extraits. Concernant 1’activité
antimicrobienne, les résultats ont mis en évidence une sensibilité variable des
microorganismes testés, avec une efficacité généralement plus marquée contre les bactéries
a Gram positif. L’extrait hydro-méthanolique s’est distingué par les meilleures
performances antimicrobiennes, notamment vis-a-vis de certaines souches du genre
Bacillus. Les essais relatifs a I’activité antibiofilm ont également démontré le potentiel des
extraits de P. harmala L. a limiter 1’adhésion bactérienne et a réduire la formation des
biofilms, structures impliquées dans la persistance des infections microbiennes. Dans
I’ensemble, les résultats obtenus confirment I’intérét biologique des graines de P. harmala
L. et soulignent leur potentiel comme source naturelle de molécules a activité
antioxydante, antimicrobienne et antibiofilm. Des investigations complémentaires restent
toutefois nécessaires afin d’identifier précisément les composés responsables de ces effets

et de mieux comprendre leurs mécanismes d’action.

Mots-clés: Peganum harmala L., Harmel, composés phénoliques, activité antimicrobienne,

activité antioxydante, biofilm, extraits végétaux, phytothérapie.
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1. Introduction générale
Depuis des millénaires, I’homme a eu recours sur les ressources naturelles et la médecine
traditionnelle pour prévenir et traiter de nombreuses maladies. Les plantes médicinales
forment un socle solide de la pharmacopée moderne. Cependant, malgré les progrés
considérables réalisés dans le domaine médical et la découverte des antibiotiques,
I’efficacité de ces traitements est aujourd’hui menacée par I’apparition et la propagation de
bactéries résistantes. Cette résistance bactérienne réduit les possibilités thérapeutiques
disponibles et augmente les risques de complications. Face a cette situation préoccupante,
la recherche de nouvelles substances antimicrobiennes, notamment a partir de sources
naturelles telles que les plantes médicinales, constitue une voie prometteuse pour lutter
contre les infections bactériennes et répondre a ce défi majeur de santé publique a I’échelle

mondiale (Iserin, 2001).

Parmi les nombreuses espéces medicinales qui existent en Algérie, il y en a quelques-unes
qui attirent vraiment 1’attention, surtout parce qu’elles sont riches en métabolites
secondaires, et aussi avec des propriétés biologiques qui s’avérent multiples. Parmi celles-
ci, Peganum harmala L., qu’on nomme souvent « Harmel », prend une place non
négligeable dans la médecine traditionnelle (Dehiri et al., 2022). Cette espéce a suscité un
intérét croissant en raison des nombreuses activités pharmacologiques qui lui ont été
attribuées dans la littérature scientifique (Bournine et al., 2017) , et renferme de nombreux
métabolites secondaires biologiquement actifs qui lui conferent un large spectre d’activités
thérapeutiques, des travaux antérieurs ont notamment mis en évidence ses effets
antidiabétiques et antitumoraux, ainsi que ses activités antibactériennes, antifongiques et
antivirales, soulignant ainsi son potentiel dans le développement de nouvelles approches

thérapeutiques (Asgarpanah & Ramezanloo, 2012).

Le nom du genre Peganum provient du grec, tandis que 1’épithéte spécifique harmala
dériverait du nom de la ville libanaise Harmel (Harchaoui, 2019). Connue sous le nom
commun « Harmel » (Lavergne, 2013). Le nom scientifique complet est Peganum
harmala Linn. (Lamchouri et al., 2000). Elle est également désignée par divers noms
vernaculaires : Rue de Syrie, Rue sauvage, Rue verte ou encore Pégane. En arabe, elle
porte plusieurs appellations régionales, parmi lesquelles algat al-dib, harjal, harmal,
hremilan, huraymilan, legharma, mogannanna, sadab-sami et sadab-bari (Dahel &
Messaoudi, 2019).

]
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P.harmala L. est une plante vivace, herbacée, glabre et fortement ramifiée, pouvant
atteindre 30 a 60 cm de hauteur. Sa période de floraison, dans 1’hémisphére Nord, s’étend
de juin a aodt (Yousefi et al., 2009).

Les tiges de cette plante sont dressees et fortement ramifiées. Elles disparaissent durant
I’hiver (Figurel). Les feuilles sont alternes, allongées et franchement divisées en segments
fins, un peu irréguliers, ce qui donne un aspect trés découpé au limbe. Celui-ci peut aller
jusqu’a environ 5 x 5 cm, mais la zone au-dessus des segments reste tres étroite, ne
dépassant pas 1,5 mm de largeur. A D'extrémité des tiges, se forment des fleurs solitaires
assez grandes, mesurant autour de 25 a 30 mm (Quézel & Santa, 1963). Les fleurs sont
relativement grandes, de couleur blanc jaunatre avec des nervures vertes. Elles possedent
cing sépales inégaux et persistants. Les pétales sont de couleur creme et peuvent présenter
une légere teinte rose orangé accompagnée des nervures jaunes. On observe entre dix et
quinze étamines, avec des anthéres d’environ 8 mm de long et des filets larges et aplatis.

Le pistil mesure entre 8 et 9 mm. L’ovaire est sphérique, formé de trois a quatre loges, et le

stigmate présente trois carénes (Maire, 1933; Chopra et al., 1960; Ozenda, 1991).

Figure 1: Les fleurs et feuilles de la plante Peganum harmala L. (Weckesser, 2013).




Introduction générale

Les graines de P. harmala L. sont de couleur brun foncé, de petite taille et présentent une
forme subtriangulaire, avec des dimensions d’environ 3 @ 4 mm x 2 mm (Tahri et al .,
2004). La récolte s’effectue principalement en été, lorsque les capsules arrivent a maturité.
Celles-ci renferment un pigment rougeéatre connu sous le nom de Turkey red (Iserin, 2001)
(Figure 2).

Figure 2: Les graines de la plante P. harmala L. (Auteur, 2026) (image

personnel).

La racine est longue et relativement dure, avec beaucoup de fibres autour. Elle s’enfoncer
tres profondément dans le sol, parfois jusqu’a plus de 3 metres. De plus, elle a la capacité de
produire de nouvelles pousses a partir de ses racines secondaires.

Bien que cette espéce soit souvent rattachée a la famille des Zygophyllaceae (Cronquist,
1981), sa classification n’est pas totalement claire. Certains scientifiques ont suggéré de la
classer dans une autre famille, les Nitrariaceae (Sheahan & Chase, 1996).

Selon Sheahan & Chase (1996), la famille comprend environ 285 espeéces, réparties en 5
sous-familles et 27 genres. Ces taxons sont largement distribués dans les milieux arides,
semi-arides, salins et désertiques (Tahrouch et al., 1998 ; Asgarpanah & Ramezanloo,
2012).
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Selon le systtme de Cronquist (1981), P. harmala L. appartient a la famille des
Zygophyllaceae (Tableau 1).
Tableau 1: Classification taxonomique de P. harmala L (Cronquist, 1981).

Régne Plantae

Sous-regne Tracheobionta
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Sous-classe Rosidae

Ordre Sapindales

Famille Zygophyllaceae
Genre Peganum

Espece Peganum harmala L.

Concernant la classification des plantes, une évolution significative est observée dans
I’approche taxonomique entre la classification de Cronquist (1981) et le systeme APG IV
(2016). En effet, la classification traditionnelle, repose essentiellement sur des criteres
morphologiques visibles, utilisés autrefois pour le regroupement des espéces végétales.

Avec le développement des techniques de biologie moléculaire et de la phylogénie, la
classification des plantes a été progressivement révisée pour mieux rendre compte de leurs
veritables relations et affinités évolutives. Cette transition a finalement conduit a la
réorganisation de plusieurs groupes taxonomigques, notamment au niveau des familles.

La comparaison de ces deux systemes permet ainsi de mettre en lumiére la transformation
d’un passage d’une classification traditionnelle fondée uniquement sur les données
morphologiques a une classification moderne basée sur des données génetiques et une

approche évolutive.
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La classification selon le systeme (APG 1V, 2016) est présentée dans le tableau 2.
Tableau 2: Classification taxonomique de P. harmala L. selon (APG 1V, 2016).

Régne Plantae

Clade Angiospermes

Clade Eudicotylédones (Eudicots)
Clade Rosidées (Rosids)

Ordre Sapindales

Famille Nitrariaceae

Genre Peganum

Espece Peganum harmala L

P. harmala L., est une plante qui posséde un large éventail d'activités pharmacologiques.
Des études ont montré des propriétés antibactériennes et antifongiques (Nenaah, 2010).
Elle présente aussi des effets antispasmodiques, antihistaminiques et vasorelaxants ce qui
pourrait justifier son usage pour le soulagement de certains troubles musculaires et
circulatoires (Asghari & Lockwood, 2002). D'autres recherches ont montré son potentiel
anticancéreux ainsi que ses activités antitumorales et antivirales (Bellakhdar, 1997). En
plus, cette plante se distingue par sa propriété antioxydants ainsi que des effets
hypoglycémiants, hépatoprotecteurs, antinociceptifs et anti-inflammatoires (Asgarpanah
& Ramezanloo, 2012). Sur le plan thérapeutique, P. harmala L. est utilisé comme agent
antiseptique et intervient dans le traitement de plusieurs pathologies, notamment
I'nypertension, les maladies cardiaques et certains troubles du systeme nerveux tels que la
maladie de Parkinson (El-Bakatoushi & Ahmed, 2018). Elle est également employée
comme analgésique et dans le traitement de certaines affections oculaires (Shahverdi et
al., 2005).
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Depuis I'Antiquité, cette plante occupe une place importante dans la médecine
traditionnelle ou elle sert a soigner de nombreuses maladies (Li, 2024). Par exemple elle
est utilisée comme remeéde contre le diabéte (Bnouham et al., 2002). Elle a aussi été
utilisée pour traiter des problemes psychiatriqgues comme la nervosité (Kartal et al., 2003).
Les graines de P. harmala L. sont tres intéressantes sur le plan médical. Elles possedent
des propriétés anesthésiques, antispasmodiques et antihelminthiques parfois utilisées dans
le traitement des rhumatismes et de I'asthme (Bellakhdar, 1997). En ce qui concerne les
modes d'utilisation, La plante est utilisée soit a 1’état frais, soit aprés broyage pour réaliser
des cataplasmes appliqués localement. Elle peut également étre pressée afin d’en extraire
le suc, lequel sert a préparer un liniment a base de graisse de mouton, tandis que la
fumigation peut étre réalisée a partir de la plante séche ou de ses graines (Hammiche et
al., 2013).

Dans la médecine traditionnelle locale, elle est parfois transformée en pommade pour
traiter la fievre ou utilisée en friction pour soulager les douleurs rhumatismales (Kemassi
et al., 2014). Enfin, en dehors de ses usages médicinaux, P. harmala L. présente un intérét
artisanal. Le colorant rouge extrait de ses graines est utilisé en Turquie et en Iran pour la
teinture des tapis (Baytop, 1999).

P. harmala L. est particulierement riche en molécules bioactives présentant un large
éventail d’applications dans les domaines industriels, alimentaires, cosmétiques et
thérapeutiques. Parmi ces composés, on retrouve notamment les alcaloides, flavonoides,
coumarines, terpénes, acides phénoliques et tanins (EI-Ghorab et al., 2010 ; Li, 2024). Les
alcaloides constituent I’'un des groupes majeurs de métabolites secondaires de la plante, en
raison de leur diversité structurale et de leurs activités biologiques. Les principaux
alcaloides présents dans les graines sont ’harmaline, I’harmine et 1’harmalol, connus pour
leurs propriétés analgésiques, diurétiques, anthelminthiques, antiprolifératives, abortives,
antimicrobiennes (Tahrouch et al., 2002), ainsi que des propriétés antispasmodiques et
antipyrétiques (Chopra et al., 1958). Certains de ces composés présentent également des
effets hallucinogenes (O’Hearn & Molliver, 1993).

La teneur totale en alcaloides dans les graines est estimée entre 2 % et 7,7 % (Li et al.,
2017). La répartition quantitative varie selon le composé : I’harmine et 1’harmaline
présentent les concentrations les plus élevées, respectivement 4,3 % et 5,6 %, suivies de
I’harmalol (0,6 %) et de la tétrahydroharmine (0,1 %) (Herraiz et al., 2010).

La présence de composés chimiques tels que les alcaloides, les flavonoides et autres

métabolites secondaires suggeére un potentiel biologique important. Ainsi, il est essentiel
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d’étudier I’activité biologique associée a ces composés. Parmi ces activités figure I’activité
antibactérienne. Les alcaloides B-carbolines présents dans les graines ont démontré une
activité antibactérienne notable contre plusieurs souches pathogenes, notamment
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia
coli, Yersinia enterocolitica, Pasteurella multocida et Bacillus subtilis (Kaya, 2023). De
plus, un antibiotique dérive de P. harmala L. a été proposé pour le traitement d’infections
causées par K. pneumoniae (Fazal et al., 2012), soulignant le potentiel thérapeutique de
cette plante dans la lutte contre les bactéries résistantes. Par ailleurs, 1’utilisation de la
fumée issue de la combustion des graines de P. harmala L. a été étudiée comme méthode
de désinfection de I’air. Une exposition de 10 minutes a la fumée produite par 10 g de graines
a permis de réduire la concentration bactérienne aérienne de 92,8 % (Arshad et al., 2008).

L’évaluation de I’activité antioxydante des extraits de graines de P. harmala L. a été
réalisée a travers la détermination de la teneur en phénols totaux et la mesure de 1’activité
de piégeage du radical DPPH. Les extraits aqueux, hydroalcooliques et éthanoliques ont
révélé une forte activité antioxydante, attribuée a la richesse en composés phénoliques
(Kaskoos, 2014) et a leur capacité a neutraliser les radicaux libres (Abbas et al., 2021).
Par ailleurs, une étude a isolé une protéine de 132 kDa a partir des graines de P. harmala
L., dont I’effet protecteur contre le stress oxydatif induit par le tétrachlorure de carbone a été
démontré chez le rat. Cette protéine a présenté une activité antioxydante comparable a celle
de I’albumine sérique bovine (BSA) et de la vitamine C (Soliman et al., 2013), soulignant
le potentiel thérapeutique de la plante au-dela de ses composés phénoliques. En
complément de cette activité, une activité antibiofilm a également été mise en évidence par
Khadraoui et al. (2022), leur étude a montré que les extraits de graines de P. harmala L.
présentent une activité antibiofilm significative en inhibant la formation de biofilms chez
P. aeruginosa multirésistantes, ce qui met en évidence le potentiel de cette plante dans la

lutte contre les infections bactériennes persistantes.
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Ce travail a pour objectif d’évaluer les activités antimicrobienne, antioxydante et
antibiofilm des extraits de graines de P. harmala L., afin de mettre en évidence leur
potentiel biologique.

Ce mémoire est structuré en quatre parties principales. La premiere section est consacree a
une introduction générale portant sur les caractéristiques botaniques et
phytopharmacologiques des graines de P. harmala L. La deuxiéme partie porte sur le
matériel et les méthodes, ou sont détaillées les techniques de préparation des extraits, le
matériel utilisé et les méthodes d’évaluation des activités biologiques des extraits de
graines de P. harmala L. La troisiéme partie présente les résultats des tests biologiques
réalisés, ainsi que leur discussion et interprétation. Enfin, la conclusion générale résume les

résultats obtenus et propose des perspectives de recherche futures.
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2. Matériel et methodes
L’ensemble des manipulations a ¢été réalis¢ au niveau de laboratoire de recherche
antibiotiques, antifongiques : physico-chimie, synthése et activité biologique (LAPSAB),
Faculté SNV-STU, Université de Tlemcen.

2.10rigine et preparation des échantillons

2.1.1 Matériel végétal
Le matériel végeétal utilisé dans cette étude est constitué des graines de P. harmala L. Ces
graines ont été achetées au mois de mars 2026 chez un herboriste a Maghnia, dans la
wilaya de Tlemcen, située dans la région de ’ouest de 1’ Algérie. Elles sont originaires de

la wilaya de Tissemsilt.

2.1.2 Préparation de I’échantillon
Apres acquisition, les graines ont été nettoyées afin d’éliminer les impuretés, puis séchées
a D’air libre, a température ambiante, a 1’abri de la lumicre et de I’humidité. Elles ont
ensuite été broyées a 1’aide d’un broyeur électrique jusqu’a obtention d’une poudre fine,

puis conservées dans des flacons hermétiques jusqu’a leur utilisation (Figure 3).

Figure 3: Les étapes de préparation de poudre des graines de P. harmala L. (image

personnel).

2.2 Extraction des composés bioactifs
Les extraits des graines de P. harmala L. ont été obtenus par la méthode de macération,
selon un protocole adapté de Saada (2023), une méthode largement utilisée pour

I’extraction des composés bioactifs.
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Trois extraits ont été préparés : un extrait hydro-méthanolique par maceération et deux

extraits hydro-éthanoliques, obtenus par macération et par reflux.

2.2.1  Extraction par macération hydro-méthanolique (MeOH)

L’extraction a été réalisée par macération a froid a partir des graines de P. harmala L. Une
quantité de 30 g de poudre végétale a éte introduite dans un bécher puis mélangée avec 300
mL d’un solvant hydro-méthanolique (méthanol/eau distillée, 70:30, v/v).

Le mélange a été agité magnétiquement pendant 3 heures a température ambiante, sans

chauffage. 1l a ensuite été fermé hermétiquement et maintenu a 1’abri de la lumiére pendant
24 heures (Figure 4).

Figure 4: Etapes du protocole d’extraction hydro-méthanolique de la poudre végétale de P.

harmala L. (image personnel).

Apreés cette période, le mélange a été filtré. Le résidu solide a été soumis a une nouvelle
macération dans les mémes conditions avec du solvant frais. Cette opération a été répétée
pendant trois jours successifs afin d’optimiser le rendement d’extraction. Les filtrats
obtenus ont été combinés pour constituer I’extrait final. Aprés extraction, les filtrats ont été
versés dans des boites de Pétri en verre, puis placés dans une étuve réglée a 37 °C afin de

permettre 1’évaporation du solvant jusqu’a 1’obtention d’un extrait sec (Figure 5).
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Figure 5: Procédure de purification et de séchage de I'extrait MeOH des graines de P.

harmala L.(image personnel).

Apres quatre jours de séchage, 1’extrait sec a été récupéré par grattage, puis conserve dans
des tubes Eppendorf hermétiqguement fermés. Les extraits obtenus ont ensuite été utilisés

pour I’évaluation de différentes activités biologiques
2.2.2 Extraction par macération hydro-éthanolique (EtOH)

L’extraction par macération hydro-éthanolique a été réalisée a partir des graines de P.
harmala L. Une quantité de 30 g de poudre végétale a été mélangée a 300 mL d’un solvant
(eau distillée/éthanol, 70:30, v/v). Le mélange a été soumis a une agitation magnétique,
puis laissé en macération a température ambiante, a I’abri de la lumiére, pendant 24 heures.
Apres la macération, le mélange a été filtré. Le filtrat obtenu a ensuite été concentré par
évaporation du solvant dans des boites de Pétri en verre a 37 °C jusqu’a I’obtention d’un
extrait sec. L’extrait a été récupéré par grattage puis conservé dans des tubes Eppendorf

pour les analyses ultérieures.
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2.2.3 Extraction hydro-éthanolique par reflux (EtOH par reflux)

L’extraction par reflux a été réalisée a partir des graines de P. harmala L. Une quantité de
30 g de poudre végétale a été mélangée avec un solvant hydro-éthanolique (eau
distillée/éthanol, 70:30 v/v) dans un ballon muni d’un systéme de reflux, puis chauffée
pendant 1 heure.

Apreés refroidissement, le mélange a été filtré. Le filtrat obtenu a ensuite été concentré par
évaporation du solvant dans des boites de Pétri en verre placées a 37 °C jusqu’a obtention

d’un extrait sec. L’extrait a été récupéré par grattage et conservé dans des tubes Eppendorf

pour les analyses ultérieures (Figure 6).

Figure 6: Les étapes de préparation de I'extrait EtOH sous reflux des graines de P.
harmala L. (image personnel).
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2.2.4 Calcul du rendement

Le pourcentage en extrait sec a été calculé par la formule suivante :

M

R(%) : Rendement exprimé en %.
M : Masse en g de I’extrait sec.

MO : Masse en gramme du matériel végétal a traiter.

2.3 Propriété fonctionnelle et phytochimique de produit formule

2.3.1 Dosage des phénols totaux

Le réactif utilisé, le Folin-Ciocalteu, est un mélange de complexes d’acide
phosphotungstique (HsPW1,040), et d’acide phosphomolybdique (HsPM012040) de couleur
jaune. La méthode est basée sur I’oxydation des composés phénoliques par ce réactif. Cette
oxydation entraine la formation d’un nouveau complexe molybdéne-tungsténe de couleur
bleue qui absorbe a 750 nm. Ce dosage est effectué par la comparaison de ’absorbance
observée a celle obtenue par un étalon d’acide gallique de concentration connue (Boizot et
al., 2006).

Le dosage des polyphénols est réalisé selon la méthode décrite par Vermerris et al.
(2006): Une prise de 100 pL de I’extrait (4mg/mL) est mélangée avec 2 mL d’une solution
de carbonate de sodium a 2% fraichement préparée, le tout est agité par un vortex. Apres 5
minutes, 100 pL du réactif de FC (1N) sont ajoutés au mélange, le tout est laissé pendant
30 min a la température ambiante et la lecture est effectuée par rapport a un blanc a 1’aide
d’un spectrophotometre a 750 nm.

Une gamme étalon a base de 1’acide gallique est également préparée a des concentrations
allant de 0 a 500 pg/mL. Les teneurs en polyphénols totaux des extraits sont exprimées en
pug par gramme d’extrait et en milligramme équivalent acide gallique par gramme de la

matiere vegétale seche (mg EAG/g MS).
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2.4 Evaluation des activités biologiques

2.4.1 Activité antioxydante

L’activité antioxydante des extraits de graines de P. harmala L. a été évaluée a I’aide de la

méthode du DPPH.

2.4.1.1 Piégeage du radical libre DPPH

Le protocole expérimental suivi est celui décrit par Atoui et al. (2005).
> Principe

Cette méthode est basee sur la mesure de la capacité des antioxydants a piéger le radical
2,2-diphényl-1-picrylhydrazil (DPPH). Ce dernier est réduit en acceptant un atome
d’hydrogene. Le DPPH est un radical stable et il présente en solution une absorption
caractéristique a 517 nm qui lui conferent une coloration violette. Cette couleur disparait
rapidement lorsque le DPPH est réduit par un piégeur de radicaux libres (Brand-Williams
et al., 1995).

> Mode opératoire

A différentes concentrations, 50 pl de chaque extrait, sont ajoutés a 1950 pl d’une solution
méthanolique de DPPH° & 6.34x10° M (0.0025 g dans 100 ml éthanol). Pour chaque
concentration un blanc est préparé. En ce qui concerne le contrdle négatif, ce dernier est
préparé, en parallele, en mélangeant 50 pl du solvant utilisé avec 1950 pl d’une solution

méthanolique de DPPH a la méme concentration utilisée.

Apres incubation a I’obscurité pendant 30 min et a la température ambiante, la réduction du
DPPH? s'accompagne par le passage de la couleur violette a la couleur jaune de la solution.
La lecture des absorbances est effectuée a 517 nm a I’aide d’un spectrophotométre. Le
témoin positif utilise est le butylhydroxytoluéne (BHT). Les résultats sont exprimés en
pourcentage d’inhibition, calculés suite a la diminution de I’intensité de la coloration du

mélange, selon la formule :

et ar e DO témoin — DO échantillon
% d'inhibition = D0 témoin x 100




Matériel et méthodes

L’étude de la variation de D’activité antiradicalaire en fonction de la concentration des
extraits permet de déterminer la concentration qui correspond a 50 % d’inhibition (ICso).

Une valeur d’ICsp faible correspond a une grande efficacité de 1’extrait.

2.4.2 Activité antimicrobienne
L’activité antibactérienne des trois extraits des graines de P. harmala L. a été évaluée a
I’aide de la méthode de diffusion en milieu solide par disque, afin d’étudier la sensibilité
des souches microbiennes testées. Cette méthode permet de mesurer les zones d’inhibition
formées autour des disques contenant les extraits. Par ailleurs, la concentration minimale
inhibitrice (CMI) a été déterminée afin de quantifier 1’efficacité antimicrobienne des

extraits.

2.4.2.1 Meéthodes de diffusion sur disques
L’activité antimicrobienne des extraits a été évaluée par la méthode de diffusion sur
disque, selon le protocole de Bauer et al. (1966). Le principe de ce test repose sur la
diffusion des composés antimicrobiens a différentes concentrations en milieu solide par la

mesure des diametres des zones d’inhibition en millimétres (mm).

2.4.2.2 Souches microbiennes testées
Cette étude a utilisé des souches microbiennes (souches de références) comprenant des
bactéries a Gram positif, a Gram négatif et une levure (Tableau 3).

Tableau 3: Souches de référence utilisées dans I'étude.

Bactéries a Gram positif Référence
Bacillus cereus ATCC 11778
Bacillus subtilis ATCC 6633
Enterococcus faecalis ATCC 29212
Staphylococcus aureus ATCC 25923
Micrococcus luteus ATCC 15307
Bactéries a Gram négatif Référence
Escherichia coli ATCC 25922
Klebsiella pneumoniae ATCC 70603
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
Champignons Référence
Candida albicans ATCC 10231
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Les souches microbiennes utilisées dans cette étude proviennent de collections de référence
(ATCC) et ont été utilisées pour évaluer les activités antibactériennes et antifongiques des

extraits.

2.4.2.3 Milieux de culture
Les milieux de culture utilisés dans ce test sont le milieu bouillon Mueller-Hinton (MH), la
gélose Mueller-Hinton (MH), la gélose nutritive (GN), le bouillon nutritif (BN), la gélose

sabouraud et I’eau physiologique.

2.4.2.4 Préparation de I’inoculum microbien
Aprés 24 heures d’incubation des souches bactériennes testées, quelques colonies bien
isolées et parfaitement identiques de chaque souche ont été prélevées a 1’aide d’une anse de
platine. Puis, elles ont ensuite été transférées dans un tube contenant de 1’eau
physiologique stérile a 0,9 % et les tubes ont été homogeénéisés au vortex. La densité de
I’inoculum a été ajustée a 0,5 McFarland (10® cellules/mL) (Gayathiri et al., 2018 ;
Boussena, 2019).

2.4.25 Test de sensibilité

Le milieu de culture gélosé (MH) a été coulé aseptiquement. Apres solidification, la
surface des boites a ét¢ ensemencée uniformément a I’aide d’un écouvillon stérile trempé
dans la suspension bactérienne standardisée (0,5 McFarland). Aprés un court temps de
séchage (= 5 min), des disques de papier filtre stériles de 6 mm de diamétre ont été déposés
a la surface de la gélose. Ces disques ont été imprégnés des différents extraits,
préalablement dissous dans le DMSO (5%), a I’aide d’une micropipette un volume de 10pul
été pris, puis appliqués sur la gélose ensemencée. Une antibiotique gentamicine (CN10) a
été utilisée comme témoin positif pour la majorité des souches bactériennes, tandis que
I’antifongique amphotéricine B (AMB20) a été utilisée pour Candida albicans. Les boites
ont été laissees a 4 C° pendant environ 1h a 3h afin de permettre la diffusion des
substances actives, puis incubées a 37 °C pendant 24 heures. L’activité antimicrobienne a
été évaluée par la mesure des diametres des zones d’inhibition autour des disques,
exprimés en millimétres. La méthode de diffusion sur disque est une technique
couramment utilisée pour 1’évaluation in vitro de I’activité antimicrobienne des composés

bioactifs (Hossain, 2024).
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2.4.2.6 Technique de microdilution : détermination de la CMI

La méthode de dilution en milicu liquide permet d’évaluer la concentration minimale
inhibitrice (CMI) des extraits, correspondant & la plus faible concentration capable
d’inhiber la croissance microbienne apres incubation.

La microplaque a 96 puits permet de déterminer la CMI des différents extraits végétaux.
Dans les puits des colonnes de 1 a 12, 100 pL de bouillon Mueller-Hinton sont introduits a
I’aide d’une micropipette munie d’un embout stérile, puis 100 puL de I’extrait végétal sont
ajoutés dans le premier puits. Une dilution en série est réalisée de puits en puits (100 pL
transférés successivement). Un facteur de dilution de % est pris en compte dans le calcul
des concentrations des produits a tester. Chaque puits contient donc 100 ul de bouillon et le
produit testé dilué au %. Ensuite 100 uL de I’inoculum (10° UFC/mL) sont ajoutés dans
tous les puits, a I’exception de deux derniéres lignes (témoin négatif contenant 100 pL du
MHB+100 pL de I’extrait et le témoin positif contenant 100 uL du MHB + 100 pL de

I’inoculum). Le DMSO est utilisé a une concentration de 5%.

La microplaque est couverte et incubée & 37 °C pendant 24 h et la lecture a éte effectuée a
I’eil nu (NCCLS, 2001).
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Figure 7: Préparation du test de la concentration minimale inhibitrice (CMI) des trois

extraits de P. harmala L. (image personnel).
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2.4.3 Activité antibiofilm des extraits de Peganum harmala L.
On a évalue la capacité de formation du biofilm Ainsi que I’activité antibiofilm et
antiadhérente des extraits de Peganum harmala L., (extrait méthanolique obtenu par
macération, extrait éthanolique obtenu par macération et par reflux) via le protocole de la
microplaque 96 puits décrit par O’Toole et al. (2000), avec une coloration au cristal violet

et une lecture spectrophotométrique. La technique utilisée était la TCP.

2.4.3.1 Formation de biofilm
La capacité des souches bactériennes a former un biofilm a été déterminée en incubant des
suspensions bactériennes fraiches dans des microplaques stériles a 96 puits. Pour chaque
puits, une quantité standard (0,5 McFarland) a été déposée, préparée avec un milieu de
culture approprié. La plaque a été incubeée & 37 °C pendant 24 h afin de permettre
I’adhésion et la formation du biofilm. Aprées incubation, le contenu des puits a été éliminé,
puis les puits ont été lavés délicatement trois fois avec une solution saline stérile afin
d’éliminer efficacement les cellules planctoniques non adhérentes. Le biofilm fixé sur les
parois des puits a été coloré avec du cristal violet, puis I’exces de colorant a été éliminé par
lavage. Le colorant fixé a ensuite été solubilisé a 1’aide d’un solvant approprié (éthanol
96%) , et ’absorbance a ét¢ mesurée a I’aide d’un spectrophotomeétre de microplaque a une
longueur d’onde de 630 (Bardbari et al., 2018; Fadl , 2018; Khozani et al., 2018
Hakimi Alni et al., 2020 ;Karyne et al., 2020).
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Figure 8: Préparation de la microplaque pour le test de formation du biofilm (image

personnel).
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La classification des souches selon leur aptitude a former un biofilm a été réalisée suivant
les criteres de Christensen et al. (1985), (Tableau 4).

Tableau 4: Classification des souches selon leur capacité de formation de biofilm.

Densité optique (DO) Classification
DO < Dot Non-formatrice de biofilm
DOt x2<DO<DOt x 4 Modérément formatrice de biofilm
DO >DOt x 4 Fortement formatrice de biofilm

2.4.3.1 Inhibition de la formation du biofilm

L’activité inhibitrice des extraits de P. harmala L. sur la formation du biofilm a été évaluée
en Co-incubant les suspensions bactériennes avec une concentration de 400 mg/mL des
trois extraits, directement dans les puits d’une microplaque a 96 puits. En fait, cette
stratégie expérimentale repose sur la microfiltration décrite, au départ par O’Toole et al.
(2000), et elle est encore largement utilisée pour évaluer I’inhibition de la formation du
biofilm par des composés naturels (Stepanovi¢ et al., 2007 ; Christensen et al., 1985 ;
Nostro et al., 2007). Les plaques ont ensuite été incubées a 37 °C pendant 24 h, dans les
mémes conditions que celles prévues pour le test de formation du biofilm. Apres cette
incubation, les étapes de lavage, de coloration au cristal violet, puis solubilisation et enfin
lecture de la densité optique ont été faites comme indiqué précédemment. Le pourcentage
d’inhibition de la formation du biofilm a été calculé en mettant en regard la densité optique

des cultures exposées au traitement avec celle des témoins non traiteés.

Le pourcentage d’inhibition du biofilm a été calculé selon la formule :

DO témoin — DO test y

DO témoin 100

% inhibition =
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Figure 9: Microplaque utilisée pour 1’évaluation de 1’activité antiadhérente (image

personnel).

2.4.3.2 Effet des extraits de Peganum harmala L. sur un biofilm
préformé
Aprés formation de biofilm par la technique déja décrite et une incubation a 37°C pendant
24h, les microplaques de 96 puits étaient rincées et mises en contact avec 150uL de
différents extraits avec une concentration de 400mg/mL, et incubées a 37°C pendant 24h
selon I’étude de Bardbari et al. (2018) Apres cette incubation, les étapes de lavage, de
coloration au cristal violet, puis solubilisation et enfin lecture de la densité optique ont été
faites comme indiqué précédemment. Le contréle positif était les bactéries présentes dans

le milieu de culture sans extraits.
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3 Résultats et discussion

3.1 Rendements des extraits
Apres I’extraction et 1’élimination des traces de solvant, les extraits EtOH et MeOH des
graines de P. harmala L ont été évaluée en termes de leur rendement d’extraction (Rd %) et

leur couleur. Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau 5.

Tableau 5: Rendements d’extraction et caractéristiques des extraits de P. harmala L.

Extraits Couleur Rendement
Extrait méthanolique par macération Brun foncé 21,66 %
Extrait éthanolique par macération Brun clair 12,66 %
Extrait éthanolique par reflux Brun 13,00 %

= 25.00% 21.66%
>
~— 20.00%
c
2 )
5 15.00% 12.66% 13.00%
©
S 10.00%
< . 0
L
T 5.00%
rae]
c
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@ méthanol éthanol éthanol par
-8 maceéré macéré reflux
[¢B] . .
Types d’extraits
méthanol macéré éthanol macéré éthanol par reflux

Figure 10: Rendements des différents extraits de P. harmala L.
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Le rendement d’extraction des graines de P. harmala L. a présenté une variation en
fonction du solvant et de la méthode d’extraction utilisées. En effet, I’extrait MeOH obtenu
par macération a présenté le rendement le plus élevé (21,66 %), suivi par I’extrait EtOH
obtenu par reflux (13 %), puis par I’extrait EtOH obtenu par maceération (12,66 %)
(Tableau 5). Cette différence peut étre attribuée principalement a la polarité du solvant
ainsi qu’a I’efficacité de la méthode d’extraction.

Par ailleurs, les extraits obtenus ont présenté des différences de coloration : 1’extrait MeOH
était de couleur brun foncé, tandis que les extraits EtOH étaient de couleur brun clair a
brun foncé, ce qui reflete la diversité et la concentration des composés phytochimiques
extraits en fonction du solvant utilisé.

En effet, le méthanol, solvant plus polaire que 1’éthanol, permet une meilleure extraction
des composés bioactifs, notamment les alcaloides et les composés phénoliques présents
dans les graines de P. harmala L., ce qui explique le rendement plus élevé observé. Des
travaux antérieurs ont confirmé que la polarité du solvant influence fortement le rendement
d’extraction, le méthanol donnant généralement des rendements plus éleves que 1’éthanol
(Do et al., 2014 ; Wakeel et al., 2019).

De plus, la méthode de reflux a légerement amélioré le rendement de 1’extraction EtOH
(13 %) par rapport a la macération (12,66 %), probablement en raison de I’augmentation
de la température qui favorise la diffusion et la solubilisation des composés bioactifs. Cette
influence de la technique d’extraction a également été rapportée par (Azwanida, 2015), qui
a montré que les méthodes a chaud augmentent généralement I’efficacité d’extraction.

A titre de comparaison, plusieurs études ont rapporté des rendements variables pour les
extraits de P. harmala L. Par exemple, (Saeedeh et al., 2022) ont obtenu un rendement en
extrait MeOH élevé (~ 29,7 %), supérieur a celui de notre étude, tandis que (Dehiri et al.,
2022) ont rapporté un rendement en extrait EtOH plus faible (~ 12,8 %). Ces différences
confirment I’influence du solvant et des conditions expérimentales sur le rendement.

Enfin, les variations observees entre les différents travaux peuvent étre expliquées par
plusieurs facteurs, notamment la nature du solvant, la méthode d’extraction, la durée
d’extraction, ainsi que les conditions environnementales telles que la région et la période

de recolte de la plante (Dhanani et al., 2017).

N



Résultats et discussion

3.2 Dosage des polyphénols totaux

La teneur en polyphénols totaux des graines de P. harmala L. a été mesurée par la méthode
de FC, suivant le protocole de Boucif et al. (2023), avec I’acide gallique comme standard.
La quantification a été réalisée a partir de la courbe d’étalonnage, dont 1’équation de

régression était y = 0.0029x et le coefficient de corrélation R2 = 0,991 (Figure 11).

Absorbances a 750nm

0 100 200 300 400 500 600

Concentrations (ug/mL)

Figure 11: Courbe d'étalonnage de I'acide gallique.

Les résultats du dosage des polyphénols totaux des graines de P. harmala L. sont présentés
dans le Tableau 6 pour les trois extraits suivants : MeOH maceéré, extrait EtOH et extrait
EtOH sous reflux.

Tableau 6: Quantification des composés phénoliques des extraits des graines de P.

harmala L. (extrait EtOH macéré, extrait EtOH sous reflux et extrait MeOH).

_ Polyphénols totaux Polyphénols totaux
Extraits
(mg EAG/g MS) (ng/mL)
Extrait MeOH macéré 45,7 £ 0,59 843,3+ 11,03
_ 378,9 + 11,47
Extrait EtOH macéré 12 £ 0,36
14,3+0,20 14,3+ 0,20
Extrait EtOH sous reflux




Résultats et discussion

L’histogramme montre une variation importante des teneurs en polyphénols totaux entre
les trois extraits de P. harmala L. : MtOH macéré, EtOH macéré et EtOH sous reflux
(Figure 12).
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Figure 12: Teneurs en polyphénols totaux des extraits EtOH macére, MeOH macéré et
EtOH sous reflux obtenus a partir des graines de P. harmala L.

Les dosages des composés phénoliques totaux réalisés sur les extraits de graines de P.
harmala L.ont montré des différences claires selon le solvant utilisé et le mode d’extraction.
Les résultats montrent que I’extrait MeOH par maceération a la valeur la plus élevée (45,7 +
0,59 mg EAG/g MS), alors que les extraits EtOH donnent des valeurs plus basses, soit 14,3 £
0,20 mg EAG/g MS pour I’extrait sous reflux et 12 + 0,36 mg EAG/g MS pour la macération.
Ces grandes différences montrent bien que le choix du solvant est trés important dans
I’extraction des composées phénoliques. Le mélange méthanol/eau semble trés bon a cause de
sa grande polarité qui aide a dissoudre une grande diversité de composés présents dans les
graines. Cette observation est en accord avec Sultana et al. (2009), qui ont montré que les
solvants méthanoliques hydroalcooliques permettent une meilleure extraction des

composés phénoliques que 1’éthanol.
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La comparaison entre maceration et reflux montre que 1’augmentation de la température
améliore légérement le rendement d’extraction dans le cas de I’éthanol. Cela peut
s’expliquer par une diffusion plus rapide des composés a travers les structures cellulaires
sous I’effet de la chaleur. Cependant, cet effet reste limité, ce qui peut indiquer que certains
composés phénoliques sont sensibles a la chaleur, comme I’ont rapporté Azmir et al.
(2013).

En comparant nos résultats avec la littérature, les valeurs obtenues pour 1’extrait
méthanolique sont généralement plus élevées que celles rapportées dans plusieurs études
sur P. harmala L. Par exemple, Igbal et al. (2019) ont trouvé environ 30,9 mg EAG/g MS,
tandis que Saeedeh et al. (2021) ont rapporté une valeur proche de 30,46 mg EAG/g MS
pour un extrait méthanolique.

Ces différences peuvent étre dues soit a une meilleure efficacité de notre protocole
d’extraction, soit a des variations liées aux conditions expérimentales et a la nature des
échantillons. En général, les différences entre nos résultats et ceux de la littérature peuvent
étre expliquées par plusieurs facteurs comme le type de solvant, la méthode d’extraction
ainsi que les conditions de croissance de la plante et sa composition chimique naturelle.
Ces parameétres influencent directement la quantité et la stabilité des composés phénoliques
des extraits (Altemimi et al., 2017).

En conclusion, nos résultats montrent que le méthanol par macération est clairement la
méthode la plus efficace pour extraire les composés phénoliques des graines de P. harmala
L. Les extraits EtOH sont moins performants, ce qui souligne I’importance du choix du
solvant dans les études phytochimiques.
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3.3 Evaluation des activités biologiques

3.3.1 Activité antioxydante
L’activité antioxydante des graines de P. harmala L. a été évaluée a ’aide du test DPPH.
Cette méthode repose sur la capacité des composés antioxydants présents dans 1’extrait a
piéger le radical libre DPPH, avec un changement de couleur qui est mesuré par

spectrophotométrie.

3.3.1.1 Activité antioxydante du BHT comme control positif
Le BHT (butylhydroxytoluene) a été utilisé comme contréle positif pour comparer 1’activité
antioxydante des extraits étudiés par le test DPPH. Le BHT a montré une valeur d’ICso de

0,0146 £ 0,0008 mg/mL, ce qui ttmoigne qu’il a une forte activité antioxydante.
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Figure 13: Courbe d’inhibition radicalaire du BHT en fonction de la concentration.

3.3.1.2 Piégeage du radicale libre DPPH
Le test DPPH est couramment employé pour estimer rapidement, et avec une bonne

sensibilité, le potentiel antioxydant d’un composé pur ou d’extraits de plantes (Khadhr et

al., 2017).

» Les résultats sont exprimés en pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH en
fonction des différentes concentrations testées de I’extrait MeOH macéré, illustré dans

tableau 7.
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Tableau 7: Pourcentage d’inhibition du radical DPPH en fonction des concentrations.

Extrait MeOH macéré

Concentration
(mg/mL) 0,75 1 1,5 2 4

Pou rcentage
d’inhibition

(%)

1,45+0,21 | 489+0,21 | 517+0,08 | 7,65+0,62 | 10,09 + 0,49

Les pourcentages d’inhibition (PI %) du radical DPPH par ’extrait MeOH macéré sont

présentés dans la figure 14.
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Figure 14: Courbe du pourcentage d’inhibition du radical DPPH en fonction de la

concentration.

Les résultats obtenus avec 1’extrait MeOH macéré montrent que ’activité antioxydante
croit progressivement avec la concentration. Ainsi, le pourcentage d’inhibition du radical
DPPH passe de 1,45 + 0,21 % a 0,75 mg/mL a 10,09 £ 0,49 % a 4 mg/mL. On observe
bien, au cours de cette évolution, une relation dose-dépendante. Cela signifie que plus la
concentration de 1’extrait n’est élevée, plus sa capacité a pieger les radicaux libres est

importante.
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Ce comportement suggere la présence de composes capable de céder des électrons ou des
atomes hydrogéne, responsable de 1’activité antioxydante (Blois, 1958 ; Brand-Williams
et al., 1995). Cependant, malgré cette augmentation, les pourcentages d’inhibition restent
globalement faibles. Méme a la concentration la plus élevée testée, I’activité ne dépasse
pas environ 10 % ce qui montre que ’extrait MeOH posséde une activité antioxydante

limitée.

Cette faible activité peut s’expliquer par une concentration relativement faible en composés
bioactifs tels que les polyphénols et les flavonoides, ou par une extraction non optimale de

ces CoOmposes.

» Les résultats sont exprimés en pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH en
fonction des différentes concentrations testées pour I’extrait EtOH sous reflux qui sont

illustrés dans le tableau 8.

Tableau 8: Pourcentage d’inhibition du radical DPPH en fonction des concentrations.

Extrait EtOH sous reflux

Concentration
(mg/mL) 0,75 1 1,5 2 4
Pourcentage
d’inhibition 2,12+0,22 | 3,79+0,38 | 503+0,83 |24,31+1,20 | 53,71 £0,73
(%)

Les pourcentages d’inhibition (PI %) du radical DPPH par I’extrait EtOH sous reflux sont

présentés dans la figure 15.
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Figure 15: Courbe du pourcentage d’inhibition du radical DPPH en fonction de la

concentration.

La valeur de I’ICsp de I’extrait EtOH sous reflux est présentée dans le tableau 9.

Tableau 9: Valeur de I’I1Csq de I'extrait EtOH sous reflux.

Parametre Valeur

1Cso 3,78 £ 0,02 mg/Ml

Les résultats ont montré que I'extrait EtOH sous reflux avait une activité de piégeage du
radical libre DPPH, avec un pourcentage d'inhibition de 53,71 + 0,73 % a la concentration
de 4 mg/mL. L'ICso de I'extrait a été estimée a 3,78 + 0,02 mg/mL, ce qui indique une

capacité antioxydante modérée.

Comparativement au BHT, qui a présenté une activité antioxydante beaucoup plus
importante avec une ICso de 0,0146 &= 0,0008 mg/mL, 1’extrait étudié a montré une activité
plus faible. Cette différence suggere que le BHT possede une efficacité plus élevée dans la
neutralisation des radicaux libres par rapport a I’extrait étudié. Toutefois, ’activité
observée pour I’extrait reste intéressante et pourrait étre liée a la présence de composés
phénoliques et d’autres substances bioactives capables de piéger les radicaux libres. Ainsi,
I’extrait EtOH sous reflux peut étre considéré comme une source naturelle potentielle

d’antioxydants.
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» Les résultats sont exprimés en pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH en
fonction des différentes concentrations testées pour 1’extrait EtOH macéré, comme

illustrés dans le tableau 10.

Tableau 10: Pourcentage d’inhibition du radical DPPH en fonction des concentrations.

Extrait EtOH macéré

Concentration
(mg/mL) 0,75 1 1,5 2 4
Pourcentage
d’inhibition 499+0,30 | 7,80+0,66 |22,79+0,36 | 34,14 £ 0,38 | 51,28 + 0,22
(%)

Les pourcentages d’inhibition (PI %) du radical DPPH par I’extrait EtOH macéré sont

présentés dans la figure 16.
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Figure 16: Courbe du pourcentage d’inhibition en fonction des concentrations pour le

piégeage de radical DPPH.

La valeur de I’'ICsp de I’extrait EtOH macéré est présentée dans le tableau 11.
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Tableau 11: Valeur de I’ICsg de ’extrait EtOH macéré.

Parametre Valeur

1Cso 3,74 £ 0,04

Le test DPPH a montré que I’extrait EtOH macéré présentait des pourcentages d’inhibition
allant de faibles valeurs jusqu’a environ 51,28 + 0,22 %, ce qui indique une activité
antioxydante globale modérée. Comparativement au BHT, qui présente une activité
supérieure avec une ICsg de 0,0146 + 0,0008 mg/mL, I’extrait étudié montre une activité
antioxydante plus faible. Cela signifie que son pouvoir de neutralisation des radicaux libres

est nettement supérieur a celui de I’extrait étudié avec une ICso de 3,74 = 0,04 mg/mL.

Les résultats obtenus pourraient également étre influencés par la qualité des graines de P.
harmala L. utilisées dans cette étude ; la composition en métabolites bioactifs peut varier
selon les conditions de culture, de récolte et de conservation. Malgré cela, les résultats

montrent une activité antioxydante modérée et la plus importante parmi les extraits étudiés.

La comparaison des trois extraits montre que les extraits EtOH obtenus par macération et
par extraction sous reflux présentent des résultats trés proches, avec des valeurs d’ICso de
3,74 + 0,04 mg/mL et 3,78 + 0,02 mg/mL. Cette petite différence montre que la méthode
d’extraction n’a pas un grand effet sur I’activité antiradicalaire des composés extraits par
I’éthanol. D’un autre coté, I’extrait MeOH macéré n’a pas pu atteindre 50 % d’inhibition

du radical DPPH dans les conditions de test, ce qui a empéché de savoir sa valeur d’ICsp.

Ce résultat montre une activité antioxydante plus faible comparée aux extraits EtOH. Donc
les extraits hydro-éthanoliques semblent étre les meilleurs pour extraire les composés

responsables de 1’activité antioxydante.
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3.3.2 Activité antimicrobienne

L’évaluation de cette activité a été réalisée en observant la formation des zones

d’inhibition (ZI) autour des disques contenant les extraits étudiés. Les diameétres des ZI

varient en fonction du type de bactéries ainsi que des extraits testés. Les résultats obtenus
sont résumes dans le tableau 12.

Tableau 12: Diamétres des zones d’inhibition (mm) de la croissance des souches

microbienne testées.

Extraits Diameétre de la zone d’inhibition (mm)
Bactéries a Gram positif Bactéries a Gram négatif
S. B. B. M. E. P. E. K.
aureus |cereus |subtilis | luteus |faecalis |aeruginosa |coli | pneumoniae
Antibiotique
14 24 24 30 17 18 20 21
(CN10)
MeOH
o 14 23 25 25 18 10 25 13
macére
EtOH
o 17 20 20 30 16 17 20 8
macére
EtOH sous
13 20 20 25 20 10 22 14
reflux

Tableau 13: Diameétres des zones d’inhibition (mm) de la croissance de C. albicans

Extraits Diameétre de la zone d’inhibition (mm)
Antifongique MeOH EtOH EtOH sous
(AMB 20) maceré maceré reflux
Levure
) 28 12 8 10
(C. albicans)
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» Les figures 17, 18 et 19 illustrent I'activité antimicrobienne des souches bactériennes
évaluee par la méthode de diffusion sur disque.

GRAM +

B. subtilis B. cereus

S. aureus M. luteus

E. faecalis

Figure 17: Zones d’inhibition des extraits de P. harmala L. (EtOH, MeOH et extrait
hydro-éthanolique obtenu sous reflux) et du CN10 sur les bactéries a Gram positif.
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GRAM -

P. aeruginosa

K. pneumoniae

Figure 18: Zones d’inhibition des extraits de P. harmala L. (EtOH, MeOH et extrait
hydro-éthanolique obtenu sous reflux) et du CN10 sur les bactéries a Gram négatif (image

personnel).

Levure

C. albicans

Figure 19: Zones d’inhibition des extraits de P. harmala L. (EtOH, MeOH et extrait

hydro-éthanolique obtenu sous reflux) et du AMB 20 sur levure candida albicans
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L’évaluation de I’activité antimicrobienne des extraits de P. harmala L. a montré des zones
d’inhibition variables selon les souches microbiennes et le type d’extraction utilisé.

Les résultats indiquent que les diamétres d’inhibition restent globalement modérés,
compris entre 9 et 25 mm selon les extraits et les souches testées.

Chez E. coli, I’extrait MeOH macéré a présenté la meilleure activité (25 mm), dépassant le
témoin (22 mm), tandis que les extraits EtOH ont montré une inhibition plus faible (1 mm
pour EtOH obtenu par reflux et 9 mm pour EtOH obtenu par macération).

Pour P. aeruginosa, une faible sensibilité a été observée avec des ZI de 12 mm pour
I’extrait MeOH et de 1 mm pour les extraits EtOH, comparativement & 18 mm pour le
témoin.

Concernant S. aureus, I’extrait EtOH macéré a montré une activité Iégerement supérieure
(17 mm) par rapport au témoin et aux autres extraits (13—-14 mm).

Une sensibilité particulierement élevée a été observée chez M. luteus, avec des zones
d’inhibition variant entre 25 et 30 mm selon les extraits. L’extrait hydro-éthanolique
obtenu par macération a présenté la meilleure activité (30 mm), atteignant une efficacite
comparable a celle du témoin antibiotique.

Les espéces du genre B. cereus et B. subtilis ont présenté une sensibilité relativement plus
élevée. Chez B. subtilis, ’extrait MeOH macéré a donné la plus grande ZI (25 mm),
dépassant légérement le témoin (24 mm), tandis que ’extrait EtOH obtenu par reflux a
montré une activité nettement plus modérée (20 mm). Chez B. cereus, I’extrait MeOH
macéré a montré la meilleure activité avec une zone d’inhibition de 23 mm, tres proche de
celle du témoin antibiotique (24 mm). Les extraits EtOH ont présenté une activité
Iégerement plus faible, avec des diamétres d’inhibition de 20 mm pour I’extrait EtOH
macéré et 20 mm pour 1’extrait EtOH sous reflux.

Pour K. pneumoniae, toutes les ZI obtenues avec les extraits (9 a 14 mm) sont restées
inférieures a celle du témoin (21 mm).

Chez C. albicans, le témoin antifongique (AMB 20) a présenté la plus forte activité avec
une zone d’inhibition de (28 mm). Les extraits de P. harmala L. ont montré une activité
antifongique faible mais mesurable, avec des diamétres d’inhibition de (12 mm) pour
I’extrait MeOH macére, (8 mm) pour I’extrait EtOH macéré et (1 mm) pour I’extrait EtOH
sous reflux. Ces valeurs restent nettement inférieures a celle du témoin, traduisant une
activité antifongique limitée dans les conditions expérimentales utilisées. Ces résultats
suggerent une activité antimicrobienne globalement limitée des extraits testés dans les

conditions expérimentales.
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Malgré ces faibles valeurs, le résultat observé reste en accord avec plusieurs travaux
antérieurs, notamment ceux de Mansour et al. (2011) et Jebali et al. (2015) qui ont
montré une sensibilité plus élevée des bactéries a Gram positif par rapport aux bactéries a
Gram négatif. La comparaison avec ces travaux montre des différences importantes en
termes de valeurs, ce qui suggere que l’optimisation des conditions expérimentales,
notamment la concentration et la méthode d’extraction, est essentielle pour mieux exploiter
le potentiel antimicrobien de cette plante. Cette différence de sensibilité peut étre expliquée
par la structure de la paroi cellulaire. En effet, selon Simdes et al. (2009) la membrane
externe des bactéries a Gram négatif constitue une barriére limitant la pénétration des
composés antimicrobiens d’origine végétale. Par ailleurs, 1’activité des extraits semble
dépendre du solvant utilisé, ce qui est également en accord avec la littérature. Le méthanol,
plus polaire, favoriserait 1’extraction de certains comp0sés actifs, ce qui expliquerait les
meilleures performances observées avec I’extrait MeOH macéré. Un point important est
I’activité relativement élevée du témoin (jusqu’a 24 mm), parfois comparable ou

superieure a celle des extraits. L’extrait MeOH macéré apparait comme le plus actif.

3.3.2.1 Concentration minimale inhibitrice (CMI)
La concentration minimale inhibitrice (CMI) des différents extraits vis-a-vis des

microorganismes testés a également été déterminée (Tableau 14).

Tableau 14: Concentration minimale inhibitrice (CMI) des extraits végétaux obtenus sur

les souches microbiennes testées

CMI
Extraits Concentration (mg/mL)
Gram+ Gram—
S. P. K
B. cereus | B.subtilis | M. luteus | E. faecalis . E. coli .
aureus aeruginosa .pneumoniae
MeOH
1,56 0,09 0,39 0,39 6,25 100 3,12 6,25
maceéré
EtOH
o 3,12 1,56 0,78 1,56 6,26 12,5 1,56 12,5
macéré
EtOH
sous 1,56 0,78 1,56 1,56 0,19 12,5 1,56 3,12
reflux
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Les résultats indiquent que I’activité antimicrobienne des extraits dépend de la méthode
d’extraction ainsi que de la sensibilité des souches bactériennes testées. D’une manicre
générale, les bactéries a Gram positif se sont montrées plus sensibles que les bactéries a
Gram négatif.

Pour I’extrait EtOH macéré, la meilleure activité a été observée contre Bacillus subtilis
avec une CMI de 0,78 mg/mL. Bacillus cereus et Micrococcus luteus ont également
montré une bonne sensibilité avec des CMI de 1,56 mg/mL. En revanche, Staphylococcus
aureus a presenté une sensibilité plus faible avec une CMI de 3,12 mg/mL. Chez les
bactéries a Gram négatif, Pseudomonas aeruginosa et Klebsiella pneumoniae ont
enregistré les valeurs les plus élevées, ce qui traduit une forte résistance.

L’extrait MeOH macéré a montré 1’activité antibactérienne la plus importante parmi tous
les extraits testés. La plus faible CMI a été observée chez B. cereus avec une valeur de 0,09
mg/mL. B. subtilis et M. luteus ont également montré une forte sensibilité avec des CMI de
0,39 mg/mL. En revanche, P. aeruginosa s’est révéle trés résistante avec une CMI élevée
de 100 mg/mL.

Concernant I’extrait EtOH sous reflux, une activité intéressante a été observée contre
plusieurs souches bactériennes. E. faecalis a présenté la meilleure sensibilité avec une CMI
de 0,19 mg/mL. S. aureus, B. subtilis, M. luteus ainsi que E. coli ont présenté des valeurs
identiques de 1,56 mg/mL. La souche P. aeruginosa demeure la plus résistante avec une
CMlI de 12,5 mg/mL.

Ces résultats sont comparables a ceux rapportés par Benali et al. (2022), qui ont montré
que I’extrait EtOH de P. harmala L. possede une activité antimicrobienne importante avec
des CMI de 12,5 mg/mL contre plusieurs souches bactériennes. Les auteurs ont également
signalé une variation de la sensibilité bactérienne selon les microorganismes testés, ce qui
est en accord avec les résultats obtenus dans cette étude.

Dans I’ensemble, les résultats obtenus confirment le potentiel antimicrobien des extraits
étudiés, en particulier les extraits MeOH et EtOH, qui ont montré des activités importantes

contre plusieurs souches microbiennes.
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3.3.3 Activités antibiofilm de I’extrait de Peganum harmala L.
L’évaluation des activités antibiofilm et antiadhérentes de 1’extrait de P. harmala L. a été
réalisée a I’aide d’essais sur microplaques 96 puits impliquant six souches bactériennes. La
capacité de formation du biofilm, ainsi que I’effet inhibiteur de 1’extrait sur la formation du
biofilm et I’adhésion bactérienne, ont éte déterminés par la méthode de coloration au cristal
violet. La quantification a été effectuée par lecture de la densité optique au moyen d’un

spectrophotometre de microplaques.

3.3.3.1 Formation du biofilm des souches bactériennes
Aprés mesure de la DO a I’aide d’un lecteur de microplagues, les résultats obtenus sont
présentés dans le tableau 15. Les valeurs représentent la moyenne de trois essais

accompagnée de 1’écart type.

Tableau 15: Valeurs de densité optique de la formation du biofilm des souches

bactériennes non traitées.

Témoin 0,05
souches
o B. cereus M. luteus E. coli S.aureus K. pneumoniae P. aeruginosa
bactérienne
(DO brute) 0,14+ 0,14+ 0,15+ 0,22+ 0,22+ 0,24+
0,002 0,01 0,03 0,02 0,01 0,01

Les valeurs de densité optique obtenues montrent que toutes les souches bactériennes
testées sont capables de former un biofilm. La plus forte valeur a été enregistrée chez P.
aeruginosa (0,24 £ 0,01), suivie de S. aureus et K. pneumoniae (0,22 + 0,02 et 0,22 £ 0,01
respectivement). En revanche, E. coli, M. luteus et B. cereus ont présenté des valeurs plus
faibles. Ces résultats indiquent une capacité variable de formation du biofilm selon les

especes bactériennes étudiées.

» Les resultats de la capacité de formation de biofilm des souches bactériennes étudiées

sont présentés dans le tableau 16.
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Tableau 16: Classification des souches bactériennes selon leur capacité de formation de

biofilm.
Formation de biofilm
Souches
Forte Modére Faible
E. coli +
S. aureus +
M. luteus +
B. cereus +
k. pneumoniae +
P. aeruginosa +

D'apres les résultats, on voit que les souches bactériennes testées ont des capacités
différentes a former un biofilm selon les seuils de Christensen et al. (1985), allant de
modérément a fortement formatrices. Les souches Bacillus cereus (0,14 = 0,002),
Micrococcus luteus (0,14 £ 0,01) et Escherichia coli (0,15 + 0,03) ont des valeurs de DO
entre 0,10 et 0,20. Elles sont donc classées comme modérément formatrices de biofilm.
Cette catégorie montre une capacité intermédiaire d'adhésion aux surfaces et de production
de matrice extracellulaire qui permet une adaptation aux conditions environnementales

sans atteindre une forte structuration du biofilm.

Les souches Staphylococcus aureus (0,22 + 0,02), Klebsiella pneumoniae (0,22 + 0,01) et
Pseudomonas aeruginosa (0,24 + 0,01) ont des valeurs de DO supérieures a 0,20 ce qui les
classe comme fortement formatrices de biofilm. Ces souches montrent donc une grande
capacité d’adhésion et production d’un biofilm mature souvent associée a une meilleure

persistance dans 1’environnement ainsi qu’une résistance accrue aux agents antimicrobiens.

En plus Pseudomonas aeruginosa a la valeur DO la plus haute ce qui confirme sa grande
aptitude pour former un biofilm généralement liée a ses mécanismes de régulation (quorum

sensing) et production d’exopolysaccharides.

Les résultats montrent en gros qu'il y a une différence dans la capacité a former un biofilm

entre les différentes espéeces regardees avec plus souvent des souches qui forment

-
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modérément ou fortement le biofilm ce qui refléte leur potentiel pour s'adapter et survivre

dans divers environnements.

3.3.3.2 Inhibition de la formation du biofilm (antiadhérente)
Une diminution de la densité optique traduit une réduction de la formation du biofilm. Les
résultats obtenus apres traitement par les différents extraits de P. harmala L. sont présentés

dans le tableau 17.

Tableau 17: Effet antibiofilm des extraits de P. harmala L. sur différentes souches

bactériennes.

E. coli S.aureus | M. luteus | B.cereus | k.pneumoniae | P.aeruginosa
o 0,55+ 0,56+ 0,61+ 0,64+ 0,54+ 1,04+
Temoin
0,04 0,02 0,02 0,05 0,01 0,13
MeOH 0,28+ 0,25+ 0,26x 0,19+ 0,20x 0,30+
Macéreé 0,02 0,01 0,03 0,01 0,01 0,07
EtOH 0,24+ 0,21+ 0,16x 0,17+ 0,18% 0,35+
Macéré 0,02 0,02 0,01 0,004 0,01 0,04
EtOH
. 0,23+ 0,22+ 0,16x 0,14+ 0,16x 0,23t
ous
0,01 0,01 0,002 0,01 0,01 0,005
reflux

Les résultats montrent que les trois extraits de P. harmala L. exercent une activité
inhibitrice sur la formation du biofilm chez I'ensemble des souches testées. Les
pourcentages d'inhibition varient selon la souche bactérienne et le type d'extrait utilisé. Les
valeurs les plus élevées ont été observées chez P. aeruginosa et B. cereus, tandis que les
autres souches ont également présenté des taux d'inhibition importants, traduisant une

efficacité notable des extraits contre le développement du biofilm bactérien

» Les pourcentages d’inhibition de la formation du biofilm obtenus pour les

différents extraits sont présenteés dans le tableau 18.
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Tableau 18: Pourcentage d’inhibition de la formation du biofilm par les extraits de P.

harmala L.
souches bactériennes | témoin (DO) | Reflux(%) | EtOH(%) | EMOH(%0)
E. coli 0,55 59,09 56 49,27
S. aureus 0,559 60,23 63,32 55,99
M. luteus 0,611 73,32 73,97 57,61
B. cereus 0,638 77,89 74,14 70,22
K. pneumoniae 0,544 71,14 66,18 63,18
P. aeruginosa 1,036 78,09 66,51 71,33
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Figure 20: Effet des extraits de P. harmala L. sur la formation du biofilm chez les

différentes souches bactériennes.

La représentation graphique met en évidence les différences d'efficacité entre les extraits
testés. Globalement, les extraits présentent une activité antibiofilm assez marquée contre
toutes les souches bactériennes examinées. Les pourcentages d’inhibition les plus élevés
ont été notes pour P. aeruginosa, B. cereus, et M. luteus, ce qui confirme que les extraits
de P. harmala L. peuvent vraiment diminuer, de facon significative, la mise en place du
biofilm.
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3.3.3.3 Effet des extraits sur un biofilm préforme
L’activité antiadhérente des différents extraits de P. harmala L. a été évaluée sur les
souches bactériennes testées par la méthode de microplaque. Les résultats obtenus sont

présentés dans le tableau 19.

Tableau 19: Effet antibiofilm des extraits de P. harmala L. sur des souches bactériennes.

E. coli | S.aureus | M. luteus | B. cereus | k. pneumoniae | P. aeruginosa
Témoin | 0,22+ | 0,16% 0,61+ 0,37 0,31+ 0,30+
0,01 0,10 0,02 0,01 0,11 0,01
MeOH | 0,05+ | 0,08+ 0,16x 0,24+ 0,17+ 0,22+
Macéré | 0,01 0,03 0,03 0,01 0,11 0,01
EtOH 0,06+ | 0,07+ 0,18+ 0,21+ 0,16x 0,13+
macéré | 0.01 0,03 0,01 0,01 0,02 0,01
EtOH 0,12+ | 0,09+ 0,17+ 0,21+ 0,17+ 0,14+
Sous 0,01 0,04 0,01 0,01 0,02 0,01
reflux

Les résultats montrent que les extraits de P. harmala L. ont une activité antibiofilm qui
varie selon la souche bactérienne et le mode d’extraction. En général, tous les extraits ont
diminué la formation du biofilm par rapport au témoin, ce qui prouve leur activité

antibactérienne.

L’extrait MeOH macéré a montré une activité importante, surtout contre E. coli et M.
luteus, ou la DO a baiss¢ d’environ 3/4 par rapport au témoin. Ces résultats sont
semblables a ceux rapportés par Wang et al. (2022), qui ont montré une inhibition de

I’adhésion bactérienne et du développement du biofilm par les extraits de P. harmala L.

L’extrait EtOH macéré s’est révélé le plus actif, avec une diminution de plus de la moitié
de la biomasse du biofilm chez S. aureus, K. pneumoniae et P. aeruginosa. Ces
observations concordent avec celles de Valizadeh et al. (2017) pour K. pneumoniae et de
Mirza et al. (2019) pour S. aureus et P.aeruginosa qui ont rapporté une inhibition des

mécanismes impliqués dans 1’adhésion et la formation du biofilm.
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Pour M. luteus, les trois extraits ont réduit le biofilm d’environ 1/4 par rapport au témoin;
cette forte activité pourrait étre due aux alcaloides de P. harmala L., dont I’efficacité
contre plusieurs bactéries Gram positif a été demontrée par Zhu et al. (2022).

En géneéral, les extraits obtenus par macération ont montré une meilleure activité que
I’extrait EtOH obtenu sous reflux ce qui pourrait s’expliquer par une meilleure
conservation des composes bioactifs. Ces résultats confirment donc le potentiel de P.

harmala L. comme source naturelle antibiofilm molécules.

&
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Conclusion générale

Face a I’augmentation des cas de résistance aux antibiotiques et a la nécessité de trouver de
nouvelles alternatives thérapeutiques d’origine naturelle, les plantes médicinales
constituent une source prometteuse de molécules bioactives.

Dans ce cadre, cette étude a porté sur P. harmala L., une espece largement utilisée en
médecine traditionnelle et reconnue pour sa richesse en métabolites secondaires a fort
potentiel biologique. L’objectif principal de ce travail était d’évaluer les activités
antimicrobienne, antioxydante et antibiofilm des extraits de graines de P. harmala L.
obtenus par différentes méthodes d’extraction.

Les résultats obtenus ont montré que le rendement d’extraction varie selon le solvant et la
technique utilisée. L’extrait MeOH obtenu par macération a présenté le rendement le plus
élevé (21,66 %), suivi de I’extrait EtOH obtenu par reflux (13,00 %) et de 1’extrait EtOH
obtenu par macération (12,66 %), traduisant une meilleure capacité d’extraction des
composes bioactifs pour I’extrait MeOH. Cette observation a été confirmée par le dosage
des polyphénols totaux, qui a révélé une teneur significativement plus élevée dans cet
extrait (45,7 £ 0,59 mg EAG/g MS). Ces résultats soulignent I’influence déterminante de la
nature du solvant sur I’extraction des composés phénoliques.

L’évaluation de I’activité antioxydante par le test DPPH a montré que les extraits
possédent une capacité de piégeage des radicaux libres dépendante de la concentration. Les
extraits EtOH ont présenté les activités les plus importantes, avec des pourcentages
d’inhibition supérieurs a 50 % aux concentrations les plus élevées testées. Malgré sa
richesse en composés phénoliques, 1’extrait MeOH a montré une activité antioxydante plus
faible, suggérant que d’autres molécules bioactives ou des interactions entre composes
pourraient intervenir dans le pouvoir antioxydant des extraits.

Concernant ’activité antimicrobienne, les résultats ont mis en évidence une sensibilité
variable des microorganismes testés selon la souche et le mode d’extraction. Les bactéries
a Gram positif se sont révélées globalement plus sensibles que les bactéries a Gram négatif.
Les espéces B. cereus, B. subtilis et M. luteus ont présenté les plus grandes zones
d’inhibition, tandis que P. aeruginosa et K. pneumoniae se sont montrées les plus
résistantes.

L’extrait MeOH obtenu par macération a présenté les meilleures performances globales,
notamment contre B. subtilis (25 mm), B. cereus (23 mm) et E. coli (25 mm). Toutefois,

I’extrait EtOH macéré a montré une activité particulierement remarquable contre M. luteus,
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avec une zone d’inhibition équivalente a celle du témoin antibiotique (30 mm). Bien que
les diameétres d’inhibition observés soient restés relativement modestes, ces résultats
confirment I’existence d’un potentiel antimicrobien réel des extraits de P. harmala L., dont
I’intensité dépend de la composition chimique des extraits et de la sensibilité des
microorganismes étudiés.

Par ailleurs, les essais antibiofilm ont démontré la capacité des extraits de P. harmala L. &
perturber les premiéres étapes du développement des biofilms bactériens en limitant
I’adhésion cellulaire et la formation du biofilm. Cette propriété présente un intérét
particulier dans la lutte contre les infections persistantes, ou les biofilms constituent un
facteur majeur de virulence et de résistance aux traitements conventionnels.

Dans 1’ensemble, les résultats obtenus confirment que les graines de P. harmala L.
représentent une source naturelle intéressante de composes biologiquement actifs. Malgré
des activités variables selon les extraits et les microorganismes étudiés, cette plante
possede un potentiel prometteur en tant que source de molécules a activité antioxydante,
antimicrobienne et antibiofilm. Ces résultats encouragent la poursuite des recherches visant
a valoriser cette espece dans le développement de nouvelles alternatives naturelles
destinées aux domaines pharmaceutique, biomédical et agroalimentaire.

Perspectives

Pour approfondir les connaissances acquises dans ce travail, plusieurs perspectives peuvent

étre envisageées :

« Une caractérisation phytochimiques détaillée des extraits pour identifier les molécules

responsables des activités biologiques observeées ;

* L’isolement et la purification des principaux composés bioactifs, en particulier les

alcaloides B-carboliniques et les composés phénoliques ;

e L’étude des mécanismes d’action impliqués dans les activités antioxydante

antimicrobienne, et antibiofilm ;

* L’¢évaluation de I’efficacité des extraits et des molécules isolées sur un plus grand nombre

de souches cliniques multirésistantes ;

* La réalisation d’études in vivo permettant d’évaluer I’innocuité, la toxicité et le potentiel

thérapeutique réel des extraits ;
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* L’exploration des possibilités d’application des extraits de P. harmala L. dans les
domaines pharmaceutique, agroalimentaire et biomeédical.

Les résultats obtenus ouvrent donc des perspectives encourageantes pour la valorisation de P.

harmala L. comme ressource naturelle a fort potentiel biologique et thérapeutique.
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