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Introduction

1- Introduction

Les infections microbiennes, ou les maladies infectieuses, sont des conditions causees par la
présence et la multiplication de micro-organismes pathogenes dans le corps. Ces micro-
organismes comprennent des bactéries, des champignons, des virus et des parasites (Gérin et
al., 2003; Mekkiou, 2005; Jawerth, 2020). En effet, ces infections peuvent affecter divers
tissus et organes du corps, entrainant une gamme de symptdmes, allant des symptémes légers
tels que la fievre et la fatigue aux affections plus graves pouvant mettre la vie en danger (Jain
et al., 2001; Beby-Defaux et al., 2003; Willhelmi et al., 2003).

Pour cela, des agents antimicrobiens tels que les antibiotiques, les antifongiques, les
antiviraux et les antiparasitaires sont des médicaments utilisés pour prévenir et traiter ces
infections pas seulement chez les étre humains, mais aussi chez les animaux et les végétaux
(OMS, 2021).

Tandis que les antibiotiques soient efficaces pour traiter certaines maladies infectieuses, leur
utilisation excessive et abusive entraine rapidement une résistance croissante chez les
bactéries a Gram negatif et a Gram positif (Vila, 2016). Cette résistance est devenue I’'une des
préoccupations majeures de la santé publique a 1’échelle mondiale (OMS, 2021) ou, les
bactéries résistantes sont capables de survivre et de se multiplier malgré 1’exposition a des
antibiotiques, rendant ainsi les infections qu’elles causent plus difficiles, voire impossibles, a
traiter (Ahanogbe, 2014; Amairi, 2021). En outre, les bactéries multirésistantes ont la
capacité de former des biofilms ; des communautés bactériennes enrobées dans une matrice
protectrice. Ces biofilms offrent un environnement favorable a la survie des bactéries, les
rendant moins sensibles aux antibiotiques que les cellules bactériennes isolées (EI khatib,
2011; Belkacem, 2018).

Par conséquence, la résistance croissante des microbes aux antimicrobiens et surtout aux
antibiotiques incite les chercheurs a explorer le monde végétal, en particulier les plantes
médicinales et aromatiques, a la recherche de nouvelles molécules naturelles efficaces et
dépourvues d'effets indésirables (Boudjouref, 2011). Cette quéte est amplifiee par la
popularité croissante des médicaments a base de plantes dans certaines régions du monde,
tandis que dans d'autres, ils demeurent une composante essentielle des systemes de santé
locaux (Djeddi et al., 2015). Les plantes médicinales continuent ainsi de représenter une

source inépuisable de nouveaux médicaments, fournissant une matiere premiére indispensable

-
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a la découverte de molécules potentiellement thérapeutiques pour l'avenir (Maurice, 1997;
Konate, 2010).

En Algérie, la médecine traditionnelle revét une importance significative dans les pratiques de
soins de la population. La région du Nord-Est, caractérisée par sa flore exceptionnellement
riche et variée, notamment avec de nombreuses plantes endémiques, joue un réle majeur dans
la médecine populaire. Cette diversité floristique et son utilisation répandue conférent un
intérét scientifique considérable a I'étude de la flore dans les domaines phytochimiques et
thérapeutiques (Zellagui et al., 2011).

Dans ce contexte, notre travail se concentre sur I’étude des deux plantes, a savoir Citrus limon
et Peganum harmala, appartenant aux familles Rutaceae et Zygophyllaceae respectivement,
en raison de leur potentiel a résoudre divers problemes, notamment la résistance bactérienne
aux antibiotiques.

Les principaux objectifs du présent travail sont :

e Criblage et propriétés phytochimiques des deux plantes ; C. limon et P. harmala ;

e Préparation des extraits éthanoliques des deux plantes ainsi que 1’huile essentielle de
C. limon ;

e Quantification des composes phénoliques ; polyphénols totaux, flavonoides totaux et
tanins condensés ;

e Evaluation in vitro de quelques activités biologiques notamment 1’antioxydante,

I’antimicrobienne et I’antibiofilm des extraits obtenus.

]
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2- Revue bibliographique

2.1- Maladies infectieuses

Les maladies infectieuses sont des affections résultant de I'invasion et de la multiplication de
micro-organismes pathogenes dans le corps humain. Ces agents pathogénes comprennent des
bactéries, des virus, des champignons et des parasites (Gérin et al., 2003; Jawerth, 2020).
Les maladies infectieuses peuvent se propager par divers moyens, notamment par contact
direct avec des personnes infectées, par l'ingestion d'aliments ou d'eau contaminés, par des
piqlres d'insectes vecteurs, ou par l'exposition a des surfaces contaminées (Gérin et al.,
2003).

Un large éventail de maladies infectieuses existe, chacune causée par un agent pathogene
specifique. Par exemple, les infections respiratoires telles que la grippe et le rhume sont
provoquées par des virus respiratoires tels que le virus de l'influenza et les rhinovirus (Jain et
al., 2001; Beby-Defaux et al., 2003). Les maladies gastro-intestinales, telles que la gastro-
entérite virale et les infections bactériennes comme la salmonellose, sont souvent causees par
I'ingestion d'aliments ou d'eau contaminés (Willhelmi et al., 2003; Forstinus et al., 2015;
Florez et al., 2020).

Des infections plus graves peuvent également survenir, comme la tuberculose, causée par la
bactérie Mycobacterium tuberculosis, ou le paludisme, provoqué par le parasite Plasmodium
transmis par les pigdres de moustiques infectés (Natarajan et al., 2020 ;Varo et al., 2020).
Le VIH (virus de [Ilimmunodéficience humaine) est responsable du syndrome
d'immunodéficience acquise (SIDA), une maladie qui affaiblit le systeme immunitaire de

I'organisme, le rendant plus vulnérable a d'autres infections opportunistes (Deeks et al., 2015).

2.1.1- Exemples des maladies infectieuses
Les maladies infectieuses présentent des symptomes spécifiques et nécessitants des
traitements variés. Ces maladies ont été classées en divers types selon la partie du corps

humain affectée.

2.1.1.1- Pneumonie

La pneumonie est I'une des causes importantes de la morbidité et la mortalité infantile au
monde.Chez les enfants de moins de 5 ans, plus de 100 millions de cas chaque année, avec
700 000 déces / an, en particulier dans les pays les moins développés économiquement
(Keddari, 2020).

\



Revue bibliographique

La pneumonie est une infection aigue des alvéoles pulmonaires, caractérisé par une
température inférieure a 35° ou supérieure a 38°, des frissons avec sueurs, une toux produisant
des expectorations, difficultés respiratoires et géne thoracique (Evain- de Pontbriand, 2015).
C’est la forme la plus grave des infections aigues des voies respiratoires (Sanou, 2018).

Streptococcus pneumoniae est le germe le plus responsable de cette maladie infectieuse, mais
Mycoplasma pneumoniae, Chlamydia spp. , Legionella Pneumophila, Haemophilus
influenzae, les entérobactéries et Staphylococcus aureus sont aussi capables d’étre 1’agent

causal de cette infection (Evain - de Pontbriand, 2015; Sanou, 2018). En Algérie, en 2001

sur 174 pneumonies étudiées, Streptococcus pneumoniae a été retrouvé dans 19% des cas et
Staphylococcus aureus dans 21% (Keddari, 2020).

2.1.1.2- Charbon (Anthrax)

Le charbon est une ancienne maladie zoonotique qui infecte principalement les herbivores et
transmis a I’homme par contact avec les animaux infectés ou leurs produits contaminés,
I'agent causal de I'anthrax est une bactérie appelée Bacillus anthracis, qui appartient au genre
Bacillus (Doganay et al.,2023).

Bacillus anthracis est un bacille aérobie, gram-positif, formant des spores, non mobile et en
forme de batonnet (Chalteau et al., 2020; Doganay et al., 2023), facilement cultivées a 37°C
sur gélose sanguine ou nutritionnelle. Cette bactérie existe sous deux formes morphologiques,
la forme végétative biologiquement active et la forme de spores biologiquement dormant
(Chateau et al., 2020). La forme végetative responsable de la pathologie associée a la
maladie observée dans les tissus des individus infectés (forme infectieux) (Doganay et al.,
2023). Les spores capables de survivre pendant des années dans leur état de dormance (forme
de résistance) (Mbengue, 2015).

Le charbon a trois formes cliniques : cutanée, digestive et pulmonaire, la forme la plus
fréquente est la forme cutanée (Tournier et al., 2006). La période d’incubation est entre 2 et 7
jours (intervalle 1 a 19 jours), la majorité des lésions apparaissent dans les zones exposées du
corps telles que les mains, les bras, le visage et le cou; la lésion commence par une papule
prurigineuse qui évolue en vésicule avec une nécrose centrale donnant une escarre noiratre (a
I’origine du nom « charbon ») en 24 a 36 heures. Certaines lésions peuvent étre séveres et

étendues sur une grande distance (Tournier et al., 2006; Doganay et al., 2023).

\
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Figure 01: Lésions de la forme cutanée de charbon (Doganay et al., 2023).

2.1.1.3- Infections urinaires

Les infections des voies urinaires sont des probléemes de santé publique graves et parmi les
infections bactériennes les plus courantes dans le monde (Wagenlehner et al., 2020; Mach et
al., 2020). Ces infections sont fréquentes chez tous les individus, que ce soit des hommes, des
femmes, des enfants ou des personnes agées (Kaur et Kaur, 2021). Malgré que les femmes
sont plus susceptibles de ces infections, environ 81% de toutes les infections urinaires sont

signalés chez les femmes (Sheerin, 2011).

Les bacteries principales responsables de ces infections sont : Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus, Proteus mirabilis et Enterococcus faecalis (Sheerin,
2011).

Les infections urinaires inférieures sont généralement marquées par des douleurs lors de la
miction, des douleurs dans la région pubienne ou une hématurie visible. Les infections
urinaires supérieures se manifestent généralement par la fievre, des douleurs au flanc, des
frissons, des vomissements, des nausées, avec ou sans symptomes de cystite. La fievre est rare
dans les infections urinaires inférieures et généralement associée a des formes compliquées

d'infections urinaires (Kaur et Kaur, 2021).

2.1.1.4- Candidose

La candidose est une infection fongique courante causée par des especes de Candida, le C.
albicans étant I’agent pathogéne le plus répandu (Martins et al., 2014; Hani et al., 2015;
Ségal et al., 2018; Farzeen et al., 2022). Elle se manifeste sous diverses formes telles que la
candidose cutanée, buccal, cutanéo-muqueuse et invasive, affectant différentes parties du
corps (Pandey et al., 2020). Des facteurs tels que I’immunodéficience, I’utilisation

d’antibiotiques et le diabete prédisposent les individus a la candidose.
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Figure 02: Maladie de candidose; (A) candidose buccal, (B) candidose cutanée
(Pandey et al., 2020).

2.1.2- Agents microbiens

Les bactéries sont des microorganismes omniprésents dans notre environnement, elles
peuvent étre bénéfiques ou pathogene et jouent un réle essentiel dans de nombreux aspects de
la vie sur terre. Parmi les bactéries les plus répandues sont : Bacillus spp, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa et Staphylococcus aureus (Garnier, 2020).

Les levures sont des microorganismes eucaryotes appartenant au regne des champignons,
existant sous forme d'organismes unicellulaires capables de s'adapter a divers
environnements, y compris a des conditions extrémes (Tofalo et al., 2020). Parmi les espéces

les plus courant, Candida albicans.

2.1.2.1- Bacillus spp.

Elle appartient a la famille des Bacillaceae, ce sont des bacilles de grande taille a Gram
positif, aérobies ou anaérobies facultatifs. Les cellules se présentent sous forme de batonnets
isolés ou en chaines, aux extrémités carrées ou arrondies, de taille variable (de 0,5%10 um
jusqu’a 2,5x10 um) (Oulebsir-Mohandkaci, 2012). Elles sont généralement mobiles grace a
des flagelles péritriches, capables de produire des endospores comme forme de résistance
lorsque les conditions deviennent défavorables, elles possédent une catalase trés active et se
cultivent facilement sur milieu ordinaire car ce ne sont pas des germes exigeants (Tifrit,
2016).




Revue bibliographique

//

\ J L

e

\

A &
,t’\ g

% «fdé

Figure 03: Observation microscopique de Bacillus spp. en utilisant la coloration de Gram
(Norlaili et al., 2014).

Le genre Bacillus comprend un grand nombre d'especes tres fréquentes dans la nature. La
plupart de ces bactéries vivent sur les végétaux et le sol et survivent grace aux leurs spores,
certaines bactéries du genre Bacillus contaminent nombreux produits alimentaires et sont
souvent protéolytiques, et peuvent étre des agents de dégradation des conserves alimentaires
(Oulebsir-Mohandkaci, 2012).

Tableau 01: Classification taxonomique de Bacillus spp (Oulebsir-Mohandkaci, 2012).

Domaine Bacteria
Phylum Firmicutes
Classe Bacilli
Ordre Bacillales
Famille Bacillaceae
Genre Bacillus

2.1.2.2- Escherichia coli

Elles sont des bacilles a Gram négatif, caractérisées par ses extrémités arrondies, ayant une
taille qui varie de 2 a 4 um de longueur sur 0,6pum de largeur (Soumaila, 2012). Souvent
mobiles, de la famille des Enterobacteriaceae, ce sont des résidents communs du tube digestif

des humains et des animaux en tant que commensales (Amairi, 2021).
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Figure 04: E. coli observée au microscope (Caiusca, 2019).

E. coli est 'organisme microscopique le plus étudié, et I'un des agents pathogenes les plus
importants chez ’homme. Il est ainsi, la principale cause d’infections du sang et des voies
urinaires (IVU) parmi les bactéries a Gram négatif. De plus, E. coli est fréquemment retrouvé
dans le tractus génital féminin, provoquant une colonisation vaginale et/ou endocervicale ainsi
que divers complications chez la femme enceinte, telles que les infections intra-amniotiques et
puerpérales, et les infections néonatales, notamment la septicémie néonatale précoce et tardive
(Vila, 2016).

Tableau 02: Classification taxonomique d’E. coli (Soumaila, 2012).

Domaine Bacteria

Phylum Proteobacteroa

Classe Gammaproteobacteria
Ordre Enterobacteriales
Famille Enterobacteriaceae
Genre Escherichia

Espéce Escherichiacoli

2.1.2.3- Pseudomonas aeruginosa

Est un bacille fin, Gram négatif, non capsulée, non sporulée et mobile, la bactérie n‘ont pas
des besoins nutritionnels particuliers et peuvent se développer dans des milieux non enrichis
en nutriments (Boumaza, 2019). Ayant une longueur entre 1 et 5 pm et une largeur de 0,5 a 1
um (Chaker, 2012). Elle se déplacant grace a un flagelle polaire genéralement unique, et elle

dépourvu de spores et de capsules (Hafiane et Ravaoarinoro, 2008).
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Figure 05: P. aeruginosa sous microscope électronique (Grabowski, 2024).

P. aeruginosa est largement répandu et suscite un intérét particulier dans les domaines
microbiologie médicale, alimentaire, aquatique et environnementale et agronomique
(Meghdas et al., 2003). Elle est généralement une cause fréquente d’infections nosocomiales,
telles que la pneumonie, les infections du site opératoire, les infections urinaires, les
Infections des voies respiratoires et la bactériémie. Sa prévalence est estimée entre 7,1 et 7,3
% parmi toutes les infections nosocomiales. La pneumonie constitue le site d’infection le plus
courant, avec P. aeruginosa étant I’organisme le plus fréquemment identifi¢ dans la
pneumonie nosocomiale. Au cours de la derniére décennie, sa prévalence a augmenté
notamment chez les patients en unités de soins intensifs, ou il est responsable d’un

pourcentage encore plus élevé d’infections nosocomiales (Reynolds et al., 2021).

Tableau 03: Classification taxonomique de P. aeruginosa (Meghdas et al., 2003).

Domaine Bacteria

Phylum Proteobacteria

Classe Gammaproteobacteria
Ordre Pseudomonales

Famille Pseudomonadaceae
Genre Pseudomonas

Espéce Pseudomonas aeruginosa

2.1.2.4- Staphylococcus aureus
S. aureus est I’espéce la plus pathogene du genre Staphylococcus et la cause la plus fréquente
d'infections bactériennes dans le monde (Belkacem, 2018). S. aureus est immobile, non

sporulé, a Gram positif, d’environ 0,5 a 1 um de diamétre (Taouatia, 2016).
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Figure 06: S. aureus observee au microscope (Sun et al., 2012).

Toutes les souches de S. aureus ont un métabolisme aérobie prédominant et anaérobie
facultatif, produisent une coagulase, et une catalase mais pas d’oxydase, S. aureus sont des
germes peu exigeants sur le plan nutritif et tolerent de grandes variations, se cultivent
facilement sur milieux usuels simples en aérobie comme en aérobiose dans des températures
de 7 a 48,5 °C avec un optimale de 30 a 37 °C et un pH de 4,5 a 9,3 avec un optimal de 7 a
7,5 (Belkacem, 2018).

Tableau 04: Classification taxonomique de S. aureus (Belkacem, 2018).

Domaine Bacteria

Phylum Firmicutes

Classe Bacilli

Ordre Bacillales

Famille Staphylococcaceae
Genre Staphylococcus
Espece Staphylococcus aureus

2.1.2.5- Candida albicans

C. albicans est un commensal présent chez environ 70% de la population humaine (Mavor et
Hube, 2005). Elle colonise de maniére asymptomatique les muqueuses vaginales, buccales et
cutanées (Ghannoum et al., 2010; Drell et al., 2013; Merenstein et al., 2013). De plus, elle
trouve une niche importante dans l'appareil digestif, étant un élément essentiel du microbiote

humain (Kumamoto et al., 2020). Toutefois, malgré son statut de commensal, C. albicans est
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un pathogene fongique opportuniste majeur, responsable de 6,8% des infections nosocomiales
aux Etats-Unis (Rane et al., 2013).

Figure 07: C. albicans sous microscope (Lagane, 2007).

C. albicans est une levure non capsulée, non pigmentée et aerobie. Cette levure diploide, dont
le mateériel génétique se répartit en huit chromosomes (Coste et al., 2003). Elle se reproduit de
facon asexuée par bourgeonnements multilatéraux d’une cellule meére (le blastospore),

formant ainsi des colonies blanches crémeuses (Lagane, 2007).

Tableau 05: Classification taxonomique de C. albicans (Buffo et Herman, 1984).

Domaine Fungi

Classe Saccharomycettes
Ordre Saccharomycétales
Famille Cryptococoidae
Genre Candida

Espece Candida albicans

2.1.3- Antibiotiques et résistance bactérienne
Les antibiotiques sont des médicaments utilisés pour traiter et prévenir les infections
bactériennes. La résistance survient lorsque les bactéries évoluent en réponse a l'utilisation de

ces médicaments.

2.1.3.1- Antibiotiques
Les antibiotiques sont les principaux moyens pour traiter les infections bactériennes et sont
prescrits a une échelle mondiale (Badin et al., 2024). Le terme antibiotique a été proposé pour

la premiere fois par Selman-Waxmann en 1942 et fait référence a une substance chimique ou
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biologique (produits par des bactéries ou des champignons), synthétiques ou semi-
synthétiques, qui agissent spécifiquement sur des étapes importantes du métabolisme des
micro-organismes (Benmalek, 2009). Pour combattre leur multiplication en inhibant leur
croissance (effet bactériostatique) ou en les detruisant (effet bactéricide) (Ahanogbe, 2014).
Les antibiotiques jouent un réle crucial dans la préservation de la santé publique en
améliorant le bien-étre mondiale (Vila, 2016).

Tableau 06: Principaux modes d’action des grandes familles d’antibiotiques (Yousfi, 2020).

Mode d’action Familles d’antibiotiques impliquées

o . ) . B-lactamines, Glycopeptides (Vancomycine),
Inhibition de la synthése de la paroi bactérienne ] S
Polypeptides (Bacitracine)

Inhibition de la synthese ou du fonctionnement de .
) Polymyxines
la membrane plasmique

o . N Aminosides, Tétracyclines, Macrolides et
Inhibition de la synthése des protéines . ]
Lincosamides

Inhibition de la synthése de ’acide nucléique

Quinolones et certains Ansamycines
(ADN)

Inhibition du métabolisme intermédiaire (acide ] o )
) o . . Sulfamides, Triméthoprime
folique, impliqué dans la synthése de nucléotides)

2.1.3.2- Résistance bactérienne aux antibiotiques

Malgré I’efficacité des antibiotiques dans la lutte contre les maladies infectieuses, leur
utilisation excessive conduit a une augmentation rapide de la résistance chez les bactéries a
Gram négatif et a Gram positif (Vila, 2016).

Une bactérie est dite résistante a un antibiotique lorsque les taux nécessaires a inhiber sa
croissance in vitro sont supérieurs aux taux qui peuvent étre couramment atteints in vivo. On
parle alors de résistance bactérienne quand un micro-organisme s’adapte au milieu et réussit a
modifier son métabolisme pour continuer a se développer en présence de I’antibiotique qui
devrait le détruire (Ahanogbe, 2014; Amairi, 2021).

Cette résistance réduit ’efficacité des traitements antibiotiques, rendant la prise en charge des
patients colteux, difficile, voire impossible dans certains cas. De plus, dans certaines
situations, la résistance peut s’étend a tous les médicaments disponibles (phénotypes pan-
résistants), ce qui pose un défi majeur pour la thérapie antimicrobienne et nous ramenant

presque a I’ére pré-antibiotique (Vila, 2016).

|
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Ce phénoméne de résistance est provoqué par plusieurs facteurs, notamment une utilisation
sous-optimale des antibiotiques pendant le traitement. Leur apparition est également due a une
hospitalisation prolongée, a un séjour prolongé, au non-respect des pratiques d'hygiene et au
transfert de patients entre hopitaux (Bouyahya et al., 2017).

La résistance naturelle et la résistance acquise sont les deux principaux types de la résistance

bactérienne.

a) Résistance naturelle
Certaines bactéries ont une insensibilité générale vis-a-vis d’une molécule spécifique
d’antibiotique ou a une classe d’antibiotiques, la résistance naturelle est une résistance stable,
d’origine génétique a transmission verticale (Amairi, 2021). Les bactéries a Gram négatif

sont naturellement résistantes a la pénicilline G (Ahanogbe, 2014).

b) Résistance acquise

La résistance acquise est une propriété spécifique n’est présente que chez certaines souches de
la méme espéce ou du méme genre normalement sensibles, il arrive que certaines bactéries
initialement sensibles a un antibiotique ou a un groupe d'antibiotiques deviennent résistantes a
celui-ci (Ahanogbe, 2014; Amairi, 2021). La résistance acquise peut étre due a l'acquisition
de genes de résistance étrangers ou a la modification du génome bactérien par une mutation
chromosomique (Amairi, 2021). Des souches de Staphylocoques normalement sensibles a la
pénicilline, peuvent devenir résistantes a celle-ci par suite de production d’une enzyme : la
pénicillinase qui hydrolyse le noyau béta lactame rendant ainsi la molécule inactive
(Ahanogbe, 2014).

2.1.4- Mécanismes de résistance bactérienne

Les bactéries développent différentes mécanismes pour résister I’action des agents
antibactériens, les plus répandus sont [I’inactivation enzymatique de 1’antibiotique, la
modification ou le remplacement de la cible, la diminution de la perméabilité de la bactérie a
I’antibiotique et I’efflux actif, des mécanismes comme la protection et la surproduction de la
cible sont plus rares (Yousfi, 2020). Une méme bactérie peut présenter plusieurs de ces

mécanismes de résistance au méme temps (Bevilacqua, 2011) (Figure 8).

&
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Figure 08: Différentes mécanismes de résistance aux antibiotiques dans une bactérie a gram négatif
(Yousfi, 2020).

2.1.5- Biofilms
Dans les écosystemes naturels, les micro-organismes vivent généralement au sein de
communautés microbiennes appelées biofilms (Belkacem, 2018). Un biofilm est constitué de
microorganismes adhérant a une surface ou une interface solide ou liquide, Ces micro-
organismes sont englobés dans une matrice generalement constituée de polymeéres
extracellulaires ou EPS ("extrapolymeric substances”) sécrétés par ces mémes
microorganismes (Figure 09) (El khatib, 2011; Belkacem, 2018).
Les bactéries se développent en biofilms sur une grande variété de surfaces telles que les
métaux, les plastiques, les tissus vivants (tissus humains, feuilles et racines des vegétaux), les
surfaces minérales (pierres, bétons). Les biofilms peuvent étre composés d’une seule espéce
de bactérie ou de plusieurs especes de bactéries, champignons, algues et protozoaires
(Belkacem, 2018; Lachache, 2021).

Figure 09: Biofilm observé sous microscope électronique a balayage (Lagrafeuille, 2016).
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Les bactéries contenues dans les biofilms subissent des changements structurels (tels que la
disparition des flagelles, la production d’exopolymeres, la mise en place d’un systeme de
communication chimique "quorum sensing”, une augmentation significative de leur résistance
aux agents antimicrobiens (désinfectants ou antibiotiques) et aux stress environnementaux
(déshydratation, privation nutritionnelle, rayonnements ultraviolets...), donc les bactéries
contenues dans un biofilm présentent des caractéristiques tres différentes de leurs homologues

planctoniques (bactéries libres en suspension) (Belkacem, 2018; Sharma et al., 2023).

2.1.6- Nouvelles stratégies de lutte contre les bactéries résistantes

L’échec des antibiotiques est I’'un des problémes de santé les plus préoccupants au monde.
C’est une crise internationale avec plusieurs problémes, c'est pourquoi de nouvelles stratégies
anti-infectieuses contre les bactéries multirésistantes (BMR) et persistantes sont nécessaires
(Pacios et al., 2020). Plusieurs stratégies ont été realisees pour lutter contre la résistance et la

multi résistance.

2.1.6.1- Utilisation des peptides antimicrobiens

Les peptides antimicrobiens (PAMSs) sont synthétisés par un large éventail d’organismes
vivants qu’il s’agisse de bactérie, d’étre humains ou de plantes, tandis que d’autres sont
congus et synthetisés chimiquement en laboratoire (Lemaoui et al., 2017; Pacios et al.,
2020). lls constituent I'une des catégories d’agent anti-infectieux les plus prometteuses
découvertes au cours de ces dernieéres décennies. En raison de leur large spectre d’action, de

leurs effets bactéricides, anti-inflammatoires et immunomodulatrices (Lemaoui et al., 2017).

Liu et al. (2019) ont étudié les applications potentielles des peptides cationiques dans la lutte
contre les entérocoques résistants a la vancomycine (ERV) et ont découvert certains peptides

présentant une activité bactéricide modérée contre les ERV.

2.1.6.2- Phagothérapie

La phagothérapie est une approche antibactérienne qui consiste a utiliser des virus bactériens
naturels (appelés bactériophages ou phages) qui infectent et lysent les bactéries pour traiter ou
prévenir les maladies infectieuses, I'un des avantages de la phagothérapie par rapport aux
antibiotiques a large spectre est sa haute spécificité envers les agents pathogenes bactériens
cibles, sans effets indésirables sur 1’hote lui-méme ou sur la flore commensale de I’hote

minimisant ainsi les effets secondaires (Pacios et al., 2020).

-
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L'utilisation réussie de six phages lytiques de P. aeruginosa comme traitement pour une
infection récurrente de la vessie chez une femme de 67 ans a été décrite (Khawaldeh et al.,
2011), qui est trés probablement causée par une bactérie multi-résistante de P. aeruginosa.
L effet thérapeutique était amélioré en commengant le traitement par un antibiotique une fois
que les phages commencaient déja a combattre les infections causées par P. aeruginosa
(Torres-Barceld et al., 2014; Chaudhry et al., 2017).

2.1.6.3- Association avec des inhibiteurs des béta-lactamases

Les béta-lactamases sont des enzymes produites par des bactéries résistantes aux antibiotiques
de la classe des béta-lactames et qui neutralisent leur activité. Depuis plusieurs décennies, de
nombreux inhibiteurs spécifique de ces béta-lactamasesont été développés et utilisés en
combinaison avec des antibiotiques pour contrer le phénomene de la résistance, telles que

I’acide clavulanique, sulbactam, tazobactam, avibactam et rélébactam (Lemaoui et al., 2017).

Une étude a démontré ’efficacité du traitement utilisant la combinaison de Rélébactam, un
nouvel inhibiteur de béta-lactamases a spectre étendu (BLSE), en association avec
I’imipenéme, I'une des deux béta-lactamines recommandées pour le traitement des infections

causées par Mycobacterium abscessus (Le Run, 2019).

Une autre étude a confirmé que ’acide clavulanique est un excellent inhibiteur de BLSE.
Selon une revue récente, amoxicilline-acide clavulanique pourrait potentiellement étre
efficace contre pres de 50 % des souches E. coli BLSE-CTX-M (Clouzeau et al., 2015).

2.1.6.4- Plantes meédicinales

Une plante médicinale fait référence a toute plante qui contient une ou plusieurs substances
pouvant étre utilisées a des fins thérapeutiques ou qui sont des précurseurs dans la synthese de
drogues utiles (Radjah, 2020).

Selon Niass et al., (2015), des extraits obtenus a partir des plantes traditionnellement utilisées
en médecine montrent une activité antibactérienne contre des souches de S. aureus, P.

aeruginosa et Enterococcus faecalis

Moualek et al., (2022) ont montré clairement que les extraits aqueux de certaines plantes
comme Citrus limon possedent un potentiel antibactérien important et peuvent étre une

alternative thérapeutique des antibiotiques.

.
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2.2- Plantes médicinales et huiles essentielles
Plusieurs médicaments a base de plantes médicinales et huiles essentielles ont été préparés
pour traiter certaines maladies infectieuses; & cause de leurs richesses en métabolites

bioactifs.

2.2.1- Plantes médicinales

Selon la 11°™ édition en vigueur de la Pharmacopée Francaise, les plantes médicinales sont
définies comme des drogues végétales, conformément a la définition de la Pharmacopée
Européenne, dont au moins une partie posséde des propriétés médicamenteuses (Ouedraogo
et al., 2021). Une plante médicinale se distingue d’une plante « classique » par la présence des
principes actifs qui lui conférent une action thérapeutique, mais également des effets
indésirables, appelés toxicité, similaires & ceux des médicaments chimiques (Limonier,
2018).

Il est remarquable que plus d’un tiers des médicaments allopathiques utilisés actuellement
soient derivés de plantes médicinales. Par exemple, la morphine est extraite du Pavot a opium,
I’acide acétylsalicylique du saule, la quinine de la Cinchona, et la vinblastine de la pervenche
de Madagascar (Limonier, 2018). Ces plantes médicinales peuvent également avoir des

usages alimentaires, condimentaires ou hygiéniques (Radjah, 2020).

Les plantes médicinales peuvent étre utilisées entierement ou partiellement (une partie de la

plante seulement).

e Utilisation de la plante entiére ou une partie de la plante sans avoir subi d’extraction
physico-chimique préalable. Le terme de totum est alors employé pour désigner
I’ensemble ou la partie de la plante utilisé. Le totum contient de nombreuses familles
d’actifs agissant en synergie. Le patient peut I’ingérer sous forme de gélules contenant
la poudre de plante, de comprimés ou de tisane (extraction des composés
hydrosolubles) (Limonier, 2018).

e La totalit¢ ou une partie d’une plante est soumise a une extraction physico-
chimique, produisant ainsi un extrait liquide aqueux ou hydro-alcoolique, selon le
solvant employé. Ce liquide est généralement asséché pour obtenir un extrait sec,

concentré en principes actifs de la méme famille chimique (Limonier, 2018).

Les métabolites sont les composés résultant du métabolisme des végétaux (ou d'animaux). lls
se divisent en deux catégories de métabolites: métabolites primaires et métabolites

secondaires (Badiaga, 2012).

=
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2.2.1.1- Métabolites primaires

Les métabolites primaires sont essentiels a la survie de la cellule ou de ’organisme, étant
indispensables a leurs fonctions vitales (Badiaga, 2012). Ces métabolites primaires
comprenant les glucides, les protéines, les lipides et les acides nucléiques, et jouent un role
crucial dans le développement et la croissance des plantes, ainsi que dans leur adaptation a
I’environnement et a leur résistance aux stress tels que la lumiére UV, les insectes nuisibles,

variation de la température...) (Radjah, 2020).

2.2.1.2- Métabolites secondaires

Les métabolites secondaires sont des molécules organiques complexes synthétisées par les
plantes autotrophes. Ils sont généralement caractérisés par des faibles concentrations dans les
tissus veégétaux, sont bio-synthétisés a partir de metabolites primaires et jouent des roles
importants dans l'interaction des plantes avec leurs environnement, contribuant ainsi a la
survie des organismes dans ses écosystemes (Mouas, 2018). Mais ne sont pas essentiels a la
survie cellulaire ou organique. Ces molécules, présentes en abondance et possédant une grand
variété structurale, sont largement exploitées dans le domaine pharmaceutique et offrent de

nombreuses applications pharmaceutiques (Badiaga, 2012).

a) Polyphénols
Les polyphénols, également connus sous le nom de composés phénoliques, représentent des
molécules spécifiques produits par les plantes dans le cadre de leur métabolisme secondaire
(Achat, 2013). Ils se trouvent a divers parties des plantes (les racines, les tiges, les feuilles, les
fleurs, les pollens, les fruits, les graines et les bois) a des proportions variables (Radjah,
2020). Le terme « phénol » englobe environ 10000 composeés naturels identifiés, tous
caractérisé par la présence d’au moins un noyau phénolique a six carbones, accompagné d’au
moins un groupe Hydroxyle (OH) libre ou impliqué dans une autre fonction telles que les

éthers, les esters ou les hétérosides (Belkacem, 2018) (Figure 10).

OH

Figurel0: Structure d’un groupement phénol (Belkacem, 2018).
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Les polyphénols participent aux réponses de défense face a différents stress biotiques
(pathogenes, blessures, symbiotiques) ou abiotiques (lumiere, rayonnements UV, froid). Ils
contribuent a la qualité organoleptique des aliments issus des végétaux notamment en termes
de couleur, astringence, ardme, amertume (Belkacem, 2018).

Les phénols sont synthétisés par toutes les plantes et jouent un réle important dans les
défenses contre les microbes et les champignons chez les plantes, ils présentent des propriétés
antimicrobiennes. Chez I'homme, les phénols et leurs dérivés présentent des intéréts
pharmacologiques, mais a forte dose et/ou utilisés a I'état brut, ils sont hautement toxiques
(Elie, 2022).

b) Flavonoides

Les flavonoides sont parmi les composés phénoliques les plus courants, caractérisées par un
squelette de base a quinze atomes de carbone, composé de deux noyaux aromatiques A et B, a
six atomes de carbones, liés avec une unité de trois atomes de carbone qui peut ou non étre
une partie d'un troisieme cycle C formant une structure C6-C3-C6 (Achat, 2013) (Figure 11).
Ils jouent un réle essentiel dans la pigmentation polyphénolique qui contribuant aux couleurs
jaune, blanche, orange et rouge des fleurs et des fruits. A ce jour, plus de 4000 flavonoides
naturels ont été identifiés (Radjah, 2020).

Figure 11: Squelette de base des flavonoides (Radjah, 2020).

c) Tanins
Les tanins sont des substances végétales appartenant a la famille des polyphénols,
majoritairement hydrosolubles et d'origine végétale, qui ont la capacité de précipiter les
protéines, les alcaloides et les polysaccharides, a partir de leur solution aqueuse (Radjah,
2020). Ces substances polyphénoliques de structures diverses, sont tres répandu dans le régne
végetal et pouvant étre présentes dans différents organes, avec une accumulation plus

particulierement dans les tissus agés. Les tanins résident dans des vacuoles et peuvent étre liés
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a des protéines et des alcaloides. On distingue: les tanins hydrolysables (gallo tanins et
ellagitanins) et les tanins non hydrolysables (condensés) (Belkacem, 2018).

d) Alcaloides

W. Meisner a introduit le terme « alcaloide » au début du XIXe siecle pour désigner les
substances naturelles qui réagissent comme des bases, similaires aux alcalis (Badiaga, 2012).

Un alcaloide est un composé organique azotée naturel, le plus souvent d’origine végétale,
ayant un caractére alcalin et une structure complexe. Son atome d’azote est inclus dans un
systeme hétérocyclique, et les alcaloides démontrent souvent une activité pharmacologique
significative, représentant un groupe fascinant de produits naturels, ils constituent un des plus
grands groupes de métabolites secondaires avec prés de 10 000 a 12 000 différentes structures
(Kherroubi, 2017).

Initialement, on pensait que ces composés étaient exclusivement produits par le regne végétal,
mais au fil du temps, certains alcaloides ont également été découverts chez certaines especes

animales (Badiaga, 2012).

On distingue géneralement : les alcaloides vrais, les pseudo-alcaloides et les proto-alcaloides
(Fettah, 2019).

Les alcaloides vrais représentent le plus grand nombre d’alcaloides qui sont toxiques et
disposent d’un large spectre d’activités biologiques. Ils dérivent d’acides aminés et
comportent un atome d’azote dans un systéme hétérocyclique, les pseudo-alcaloides, qui
présentent le plus souvent toutes les caractéristiques des alcaloides vrais, mais ne sont pas des
dérivés des acides aminés et les proto-alcaloides sont des amines simples qui dérivent
d’acides aminés mais pour lesquels 1’azote est en dehors des structures cycliques (Fettah,

2019).

e) Saponines
Les saponines constituent un ensemble de glycosides amphiphiles comprenant une ou
plusieurs chaines de sucre associé a un squelette de tri terpéne non polaire ou une aglycone
stéroide, elles sont supposées étre a 1’origine des activités pharmacologiques observees dans

de nombreuses plantes médicinales (Chaieb, 2010; Ke Yu et al., 2012).

f) Terpénoides
Les terpénoides représentent une catégorie distincte de terpénes qui incluent des molécules

d’oxygeéne formées par des modifications biochimiques (élimination ou ajout de groupes
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méthyle). Les terpénoides peuvent étre divisés en alcools, aldéhydes, esters, éthers, époxydes,
cetones et phénols. Parmi les exemples de terpénoides, on trouve : le carvacrol, le citronellal,
le géraniol, le linalol, ’acétate de linalyle, la pipéritone, le menthol et le thymol. Ces
composés bioactifs conférent plusieurs activités biologiques telles qu’anticancéreuses,

antiallergiques, antibactériennes et antioxydantes (Masyita et al., 2022).

2.2.2- Huiles essentielles (HE)

Les HE sont des mélanges complexes de composés naturels de structures organiques diverses
obtenu a partir d’une matiére végétale aprés séparation de la phase aqueuse par des
procédures d’extraction telles que la distillation a la vapeur, ’hydro-distillation, 1’hydro-
diffusion et par I’extraction par des solvants...etc (Goudjil, 2016; Bouyahya et al., 2017;
Abdul Aziz et al., 2018).

Ils se présentent comme des concentres liquides renfermant une multitude de composés
volatils, huileux, hydrophobes aromatiques, extraits de divers parties des plantes telles que les
bourgeons, les fleurs, les fruits, les feuilles, les écorces, les racines, les graines, les brindilles

ou méme la plante entiere (Masyita et al., 2022).

2.2.2.1- Propriétés physico-chimiques

Les HE sont généralement liquides a la température ambiante et souvent caracterisés par leur
odeur forte distinctive caractéristique de la plante productrice (Masyita et al., 2022). Leur
densité est plus souvent inferieure a celle de l'eau, elles sont volatiles, transportés par la
vapeur d'eau, et transmettent des odeurs et généralement incolore notamment lorsqu’elles sont
fraiches, mais quelques exceptions sont connues comme le jaune pale (mandarine jaune), le
bleu (camomille), 'orange (orange douce) et le vert (bergamote) (Couic-Marinier et
Lobstein, 2013). Les huiles essentielles sont solubles dans l'alcool, I'éther et la plupart des
solvants organiques et peuvent étre facilement oxydables avec le temps en raison de
I’exposition a I’aire, la chaleur ou la lumiére, ce qui donne une couleur foncée. Donc ils

doivent étre conservés dans un endroit frais et sec (Goudjil, 2016; Masyita et al., 2022).

2.2.2.2- Propriétés antibactériennes des huiles essentielles

L’HE et leurs principaux constituants sont révélés efficaces dans le contrble de la
propagation de divers agents bactériens. Leurs propriétés antibactériennes sont bien établies
depuis longtemps, et de nombreuses publications de renom ont confirmé leur capacité a agir a
la fois comme bactériostatique et bactéricide contre des souches bactériennes pathogenes,

méme a de tres faibles concentrations (Oussalah et al., 2007). De nombreux composés
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présentes dans les HE, notamment les phénols (tels que le carvacrol, le thymol et I’eugénol),

les alcools (tels que le linalool) et les aldéhydes (tels que le cinnamaldéhyde), possedent des

propriétés antibactériennes (Benkherara et al., 2011). Les effets antibactériens sont

influencés par divers facteurs tels que la composition chimique spécifique de I’'HE testée, la

méthode expérimentale utilisee et la souche bactérienne étudiée. L'action antibactérienne

dépend a la fois des composés principaux, des effets synergiques et/ou additifs, ainsi que des

composés mineurs présents dans 1’huile (Bouyahya et al., 2017).

2.3- Plantes étudiées

Deux plantes ont été étudiées ; Citrus limon et Peganum harmala.

2.3.1- Citrus limon

Le citronnier est un arbre qui atteint 2,5 a 3 m de haut appartenant a la famille des Rutacées

(FAO, 2010).Originaire du sud-est asiatique, et cultivé dans toutes les régions du monde aux

climats méditerranéens et subtropicaux (Belkacem, 2018).

Les caractéristiques de cette plante sont classées dans le tableau 07.

Tableau 07: Caractéristiques généraux de C. limon (Nerovique et al., 2011; Belkacem, 2018).

Persistantes avec une forme oblongue lancéolée de couleur vert foncé.

Feuilles Présentent un limbe nettement articulé et un pétiole nom ailé

Regroupées en petits groupes Axillaires
Fleurs Des pétales blancs violacés

Forme ovale, avec un mamelon plus au moins apparent a leurs extrémités.
Fruits L’écorce fine est colorée en jaune a maturité du fruit,

Pourvue de nombreuses glandes oléiféres renfermant des essences et recouvre la pulpe.

Figure 12: Différentes parties de la plante C. limon (Belkacem, 2018).
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2.3.1.1- Classification botanique
C. limon est une espece d’arbre fruitier appartenant a la famille de Rutacées (Tableau 8).

Tableau 08: Classification botanique de C. limon (Padrini et Lucheroni, 1996).

Régne Plantae
Ordre Sapindales
Famille Rutaceae
Genre Citrus
Espece Citrus limon

2.3.1.2- Composition chimique

Les constituants chimiques principaux de C. limon sont les flavonoides, les acides organiques
(acide citrique, acide malique), le glucose, le saccharose, les vitamines (vitamine C, vitamine
A), les minéraux et matieres générales (le sodium, le fer, le phosphore, les protéines, les

glucides, les lipides ...etc.) et les huiles essentielles (Goetz, 2014).

2.3.1.3- Utilisation traditionnelle et médicale de C. limon

C. limon est tres commun du fait de leurs usages divers et courants dans la médecine
traditionnelle en Afrique subsaharienne, Il est associé avec autres plantes pour traiter des
maladies, par exemple en Burkina Faso le jus de 5 citrons (C.limon) sont utilisés avec les
feuilles d’autres plantes comme Guiera senegalensis et Eucalyptus camaldulensis pour le
traitement de la toux (Vroh, 2020).

2.3.1.4- Activités biologiques de C. limon

C. limon est connu par la variation de ces activités biologiques.

a) Activité anti-inflammatoire
Une étude de (Menthey et al., 2001) a démontré que les flavonoides présents dans les
agrumes possedent des propriétés anti-inflammatoires. Ces composés sont capables d’inhiber
les kinases et phosphodiestérases essentiels pour I’activation et la transduction des signaux
cellulaires. 1ls ont également un impact sur I’activation de certain nombre de cellules

impliguées dans la réponse immunitaire, y compris les lymphocytes T et B.

b) Activité antidiabétique
Une étude de (Mantur et al., 2023) a révélé que ’extrait de citron peut réduire le taux de

sucre dans le sang. L’ analyse histopathologique a montré une amélioration significative de la
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distribution des cellules B et une diminution de la vacuolisation dans les ilots de Langerhans
des souris traitées avec I’extrait de citron. Aucune différence significative n’a été observée
entre les différentes doses d’extrait de citron (p>0,05).

Une autre étude de Naim et al. (2012) a indiqué que I'extrait hexanique de zeste de citron
présente des effets antidiabétiques, comparable a ceux du glimépiride. Ces effets sont
significatifs et se manifestent par une réduction significative de taux de sucre dans le sang
chez les rats diabétiques induit par I’alloxane. Ainsi, il est raisonnable de conclure que

I’extrait de zeste de citron posséde des propriétés antidiabétiques significatives.

c) Activité antioxydante
Les agrumes sont connus pour leur richesse en substances antioxydantes, et les écorces de
citron en particulier renferment une varieté de composées bénéefiques, tels que les flavonoides,
les vitamines, les minéraux, les aliments diététiques fibres, HE, Acides organiques et
Caroténoides (Goetz, 2014). Les propriétés antioxydant remarquable des extraits d’écorces

de citron sont ainsi attribuées a la présence de ces éléments constitutifs (Younus, 2023).

d) Activité antibactérienne
Une étude a démontré que l'extrait de zeste de citron, notamment sous forme éthanolique,
possede une activité antibactérienne significative contre Escherichia coli, Klebsiella spp.
Staphylococcus epidermidis, S.aureus et C.albicans. Cet extrait était efficace pour inhiber la
croissance de ces micro-organismes, avec une inhibition particulierement prononcée contre S.

aureus (Younus, 2023).

e) Activité antifongique
Une étude de (Ammad et al., 2018) vise a examiner I’activité antifongique (AA) in vitro de
I’huile essentielle de C.limon contre trois champignons phytopathogénes (Eutypa spp,
Fomitiporiamediterranea et Botryosphaeria dothidea) qui affectent les arbres de vigne. Les
résultats ont été révélés que I’HE présente une activité antifongique significative contre ces
champignons étudiés attaquant le bois de la vigne, suggérant son potentiel pour le contrdler

des maladies fongiques en agriculture.

2.3.2- Peganum harmala

P.harmala est une plante herbacée, vivace, glabre (sans poils), avec une apparence
buissonnante, de 30 a 90 cm de hauteur, a rhizome épaisse, a odeur forte, désagréable qui
rappelle celle de la rue (Hammiche et al., 2013). De la famille des zygophyllacées ou

Zygophyllaceae qui est une petite famille de plantes dicotylédones et angiospermes qui
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rassemble plus ou moins 240 espéces, se développe principalement dans les zones arides des

régions tropicales et subtropicales (Sassoui, 2016).

Les espéces de Peganum sont largement répandues en méditerranée, en Afrique du Nord, au
Moyen-Orient, en Inde, dans le sud de I’Iran, en Pakistanet au Nord de la Chine (Shaheen et
al., 2022).

Le genre Peganum tient son nom du grec et est attribué aux espéces de la rue, alors que le
nom de I’espéce harmala dérive de celui de la ville Libanaise Hermel, Cette plante s’appelait
en frangais, rue sauvage, rue verte et pegane. Les arabes I’ont appelé harmel, armel et bizrel
harmel. En Algérie, elle est connue par le nom harmel et harmel sahari (Sassoui, 2016).

Les caractéristiques de cette plante sont classées dans le tableau 9.

Tableau 09: Caractéristiques généraux de la plante P. harmala (Hammiche et al., 2013; Sassoui,
2016; Nissar et al., 2017).

) Forme palmatisée avec 3 a 5 lobes linéaires.
Feuilles .
Mesurant entre 3 et 6 cm de longueur et 1,5 & 3mm de largeur.

- Poussant en groupes de 1 a 3 au sommet des branches.
eurs
Portent des pétales de couleur jaune blanchatre.

Forme de capsules globuleuses, avec 3 compartiments
Fruits D’un diamétre compris entre 0,9 et 1,3 cm.

Chague capsule renferme de 35 a 45 graines anguleuses de couleur noiratres

Dressées, trés rameuses, qui disparaient durant I'hiver.
Tiges Chez les plantes adultes, la tige est rigide, droite, ramifiée et glabre et la racine est

oblongue, dure et garnie de fibres.

Petites ont environ 1 mm

) Anguleuses et sub-triangulaires.
Graines .
De couleur marron foncé tirant sur le rouge.

D’une saveur amere.
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Figurel3: Peganum harmala ; (A) Plante entiere, (B) Fleure, (C) fruit, (D) graine (Guergour, 2018).

2.3.2.1- Classification botanique de P. harmala
P. harmala appartienne a la famille des Zygophyllaceae. La classification botanique de P.

harmala est indiquée dans le tableau 10.

Tableaul0: Classification botanique de P. harmala (Ozenda, 1991).

Embranchement Spermatophytes
Sous embranchement Angiospermes
Classe Dicotylédones
Sous classe Rosidae

Ordre Sapindales
Famille Zygophyllaceae
Genre Peganum

Espéce Peganum harmala

2.3.2.2- Composition chimique

Des tests chimiques ont été effectués a I’aide d’un extrait hydro-éthanolique de P. harmala
afin de détecter la présence de divers phytoconstituants tels que des terpénes, des flavonoides,
des saponines, des stéroides, des glycosides cardiaques, des protéines, des glucides, des

alcaloides, des tanins et des composés phénoliques (Shaheen et al., 2022).
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Plusieurs alcaloides ont été identifiés, principalement dans les graines et les racines de
P.harmala notamment des dérivés d'harmine, d'harmaline, d'harman et de quinazoline,

vasicine et vasicinone (Nissar et al., 2017).

2.3.2.3 -Utilisation traditionnelle et médicale de P. harmala
Depuis longtemps, P. harmala est renommé dans la médecine traditionnelle pour son

utilisation en tant que remeéde pour traiter une variété de problemes (Nissar et al., 2017).

Son fruit est largement utilisé dans les pratiques de médecine traditionnelle pour traiter
diverses affections dans les régions ou la plante pousse naturellement. En effet, le fruit est
utilisé comme antiseptique et analgésique dans la médecine traditionnelle. De plus, il possede
un large éventail de propriétés pharmacologiques telles que narcotique, altérante,
antihelminthique, anti periodique, émétique et antispasmodique. Historiqguement, P. harmala
a été utilise pour traiter divers conditions médicales telles que la jaunisse, les troubles
menstruels, le lumbago, les coliques, I'asthme et comme stimulant. Les graines de cette plante

ont également des propriétés hallucinogenes et hypothermiques (Shaheen et al., 2022).

Cette plante a eté utilisée dans le traitement de divers dysfonctionnements du systeme

nerveux tels que la maladie de Parkinson en psychiatrie (Nissar et al., 2017).

2.3.2.4- Activités biologiques de P. harmala

Différentes activités biologiques de P. harmala ont été démontrées.

a) Activités anti-inflammatoires et analgesiques
Les recherches de (Majid, 2018) ont démontré que I’huile extraite des graines de P. harmala
a présenté une activité anti-inflammatoire notable, associée a un léger effet analgésique local.
Ces propriétés sont principalement attribuées a sa richesse en acide Linoléique, y-tocophérol,

et polyphénols et a son importante capacité antioxydante.

b) Activité antidiabétique
Les résultats des recherches de (Singh et al., 2008) n’ont clairement démonté que 1’extrait
éthanolique de graines de P. harmala provoque une diminution significative (P < 0,001) de la
glycémie chez les rats normaux et diabétiques, a des doses variées (150 et 250 mg/kg). De
plus, les données ont révelent également que cet extrait est aussi efficace comme la

metformine, un médicament hypoglycémiant oral bien connu, pour réduire la glycémie apres

.
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une stimulation au saccharose chez des rats normaux et diabétiques induits par la

streptozotocine (Singh et al., 2008).

c) Effet cardio-vasculaire
L’une des utilisations les plus répandues de P. harmala en médecine est son traitement de
I’hypertension et des maladies cardiaques a I’échelle mondiale. Ce bénéfice est largement
attribué a la présence de ses principaux alcaloides actifs : harmine, harmaline, harman et
harmalol (Milad et al., 2013).

d) Activité antioxydante
L’extrait méthanolique des feuilles de P. harmala a montré une activité antioxydante
considérablement élevée, probablement attribuable en grande partie a la présence de
composés phénoliques, notamment, les flavonoides et les tanins (Asgarpanah et Ramezanloo,
2012).

e) Activités antibactériennes et antifongiques
L’une des caractéristiques importantes des alcaloides de P. harmala réside dans leur potentiel
bactéricide, qui est similaire a celui des antibiotiques usuels, mais sans les nombreux effets
secondaires indésirables. Une étude de (Nenaah et al., 2010) a montré la sensibilité de
certaines souches bactériennes a ces alcaloides. Par exemple, I'harmine s'est révélee efficace

contre des especes telles que Proteus vulgaris et Bacillus subtilis.

Dans une étude, il a été constaté que I’extrait méthanolique avait une activité¢ antibactérienne
supérieure celle des extraits de chloroforme et de pétrole contre tous les micro-organismes
testés, a savoir S. aureus, P. aeruginosa, E. coli, Klebsiella pneumoniae, et Proteus vulgaris
(Majid, 2018). Dans une évaluation in vitro, I’activité antifongique de P. harmala a été
examinée sur six especes de Candida et trois especes Aspergillus. Il a été observé que
I’extrait alcoolique de graines de P. harmala était particuliérement efficace comme inhibiteur
de croissance, Surtout sur Aspergillus niger et Aspergillus fumigatus (Asgarpanah et
Ramezanloo, 2012).

Il est conclu que P. harmala et ses alcaloides pourraient étre une option prometteuse dans la

lutte contre les souches bactériennes résistantes aux antibiotiques (Arshad et al., 2008).
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3-Matériel et méthodes
Le présent travail a été réalisé au niveau du laboratoire de Biologie végétale, Faculté des
Sciences de la Nature et de la Vie (FSNV), université Fréres Mentouri, Constantine 1 (UFMC1).

Ce travail est basé principalement sur une étude qualitative (screening phytochimique) afin de
caractériser les différents métabolites primaires et secondaires constituent les deux plantes ;
écorces de Citrus limon (C. limon) et graines de Peganum harmala (P. harmala). Suivi par
I’extraction des métabolites bioactifs par deux méthodes différentes ; macération par éthanol
(EtOH) et hydro-distillation par clévenger pour I’huile essentielle (HE) des écorces de (C.
limon). Continu par une étude quantitative (dosage colorimétrique) afin de doser les composés
phénoliques. Enfin, les activités biologiques; le pouvoir antioxydant avec les activités
antimicrobiennes (sur plusieurs germes pathogenes) et antibiofilm des extraits EtOH et de I’'HE a

différentes concentrations ont été évaluées.

3.1- Matériel végétal

Le matériel végétal étudié est constitué des écorces de C. limon et des graines de P. harmala
(Figure 14). Le C. limon a été recolté le 26 Février 2024 de la région de Zouaghi Slimane,
wilaya de Constantine. Les graines de P. harmala ont été achetées chez un herboriste de la
wilaya de Constantine. L’identification de deux plantes a été authentifiée par I’enseignante
NOUIOUA Wafa (Laboratoire de phytothérapie appliquée aux maladies chroniques, Faculté des

Sciences de la Vie et des Sciences Naturelles, Université de Sétif 1).

Figure 14: Partie aérienne de C. limon (A) et graines de P. harmala (B).

3.1.1- Préparation des plantes

Les écorces de C. limon ont été enlevées, découpées puis séchées a I'abri de la lumiére dans un
endroit aéré, non humide et a température ambiante pendant sept jours. Ensuit, les écorces de C.
limon et les graines de P. harmala séches ont été pulvérisées au broyeur électrique pour obtenir

une poudre fine (Figure 15).
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Figure 15: Préparation des broyats des deux plantes ; C. limon et P. harmala.

3.2- Analyses phytochimiques

Le criblage phytochimique, I’extraction des métabolites bioactifs ; composés phénoliques et
huile essentielle ; et le dosage colorimétrique des composés phénoliques ; polyphénols totaux,
flavonoides totaux et tanins condensés ; des écorces de C. limon et des graines de P. harmala

ont été effectués.

3.2.1- Screening phytochimique

Pour une identification préliminaire des substances chimiques; métabolites primaires et
secondaires; présentes dans les plantes étudiées, plusieurs tests de caractérisation basés sur des
réactions de précipitation ou de coloration a 1’aide des réactifs spécifiques ont été établis (EI-
Haoud et al., 2018).

3.2.1.1- Métabolites primaires

a- Détection des sucres (test de Fehling)

La détection des sucres a éte effectuée selon le protocole décrit par EI-Haoud et al. (2018). 1 ml
de la solution de Fehling (A et B) a été ajouté a 1 ml de ’extrait éthanolique (EtOH) de chaque
plante. Aprés une €bullition a 100°C dans un bain marie pendant 10 minutes, [’apparition d’un

précipité rouge brique indique la présence des sucres.
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b- Détection des protéines et des acides aminés (Test de ninhydrine)

Les protéines et les acides aminés ont été détectés suivant le protocole de Bashir et al. (2016).
2 ml de la solution de ninhydrine a 0,2% ont été ajoutés a 2 ml de I’extrait EtOH de chaque
plante. Puis, le mélange a été mis dans un bain marie a 45°C pendant 15 minutes. L’ apparition

d’une couleur violette indique la présence des acides aminés et des protéines.

3.2.1.2- Métabolites secondaires

a- Détection des polyphénols et des tanins

La présence des polyphénols et des tanins est mise en évidence en ajoutant quelques gouttes de
la solution de chlorure ferrique (FeCls) a 1 ml de I’extrait EtOH de chaque plante. L’apparition
d’une couleur verte foncée ou bleue noiratre montre 1’existence des polyphénols et des tanins

(Pandey et al., 2011).

b- Détection des flavonoides

Les flavonoides ont été détectés suivant le protocole de Pandey et al. (2011). 1 ml de la solution
de NaOH a 10% a été ajouté a 1 ml de I’extrait EtOH de chaque plante. Puis quelques gouttes de
HCI ont été additionnées. La formation d’une coloration jaune indique la présence des

flavonoides.

c- Détection des alcaloides (Test de Wagner)
La détection des alcaloides a été effectuée suivant le protocole de Kale (2020). Quelques gouttes
de réactif de Wagner ont été ajoutées a 1 ml de I’extrait EtOH de chaque plante. L’apparition

d’une précipitation brune rougeatre révele la présence des alcaloides.

d- Détection des saponines

Pour la détection des saponines, les extraits aqueux ont été préparés par décoction. 30 g de la
poudre de chaque plante ont été mis dans un bécher, puis 300 ml de I’ED ont été ajoutées. Les
mélanges ont été ensuite portés a ébullition dans un bain-marie a 100°C pendant 15 a 20 minutes.
Aprés un refroidissement a température ambiante, une filtration par papier filtre (Wattman N°1)
a éte effectuée (EI-Haoud et al., 2018). Ensuit, dans un série de 10 tubes a essai numérotés de 1
a 10; 1, 2, 3,.... et 10 ml de I’extrait aqueux pour chaque plante ont été introduits
respectivement. Le volume de chacun a été ajusté a 10 ml avec 1’eau distillée. Chaque tube a été
agité pendant 15 secondes. Aprés 15 min la hauteur de la mousse produite a été mesurée dans
chaque tube.

Les saponines sont caractérisees par un indice de mousse. Apres agitation, la hauteur de mousse

a eté mesurée. L indice de mousse (1) est calculé par la formule suivante :
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| = 1000/N

N : le numéro du tube ou la hauteur de mousse est égale a 1 cm.

Un indice de mousse supérieur a 100 indique la présence des saponines (El-Haoud et al., 2018).

e- Détection des stéroides (Test de Salkowski)
Les stéroides ont été détectés comme suit ; 2 ml de chloroforme, 2 ml d’acide sulfurique H2SO4
concentré et 2 ml d’acide acétique ont été ajoutés a 2 ml de 1’extrait EtOH de chaque plante.

L’apparition d’un anneau rougeatre indique la présence des stéroides (Mehmood et al., 2021).

f- Détection des terpénoides

2 ml de chloroforme et 3 ml d’acide sulfurique concentré ont été additionnés a 5 ml de I’extrait
EtOH de chaque plante. La couleur brune rougeatre formée montre la présence des terpénoides
(Bashir et al., 2016).

g- Détection des glycosides cardiaques (Test de Keller-Killani)
2 ml d’acide acétique contenant 1 a 2 gouttes de FeClset 1 ml d’acide sulfurique ont été ajoutés

a 2ml d’extrait EtOH de chaque plante. La coloration brune indique la présence des glycosides

cardiaques (Bashir et al., 2016).

h- Huiles essentielles
La détection des huiles essentielles de chaque plante a été réalisée par 1’hydro distillation.

L’apparition des gouttes d’huile a la surface de I’hydrolat indique la présence d’huile essentielle.

3.3- Préparation des extraits
L’extrait éthanolique (EtOH) de chaque plante ; écorces de C. limon et graines de P. harmala,

ainsi que 1’huile essentielle (HE) des écorces de C. limon ont été préparés.

3.3.1- Extraits éthanoliques

Les extraits EtOH ont été préparés par macération (Figure 16) ou la méthode décrite par Saada
(2023) a été effectuée. 30 g de la poudre de chaque plante ont été mis dans un Erlenmeyer, puis
300 ml d’EtOH ont été ajoutés. Les mélanges ont été agités vigoureusement par 1’agitateur
magnétique pendant 2 heures. Apres 24 heures, les macéras obtenus ont été centrifugés pendant
10 min a 4000 t/min a température ambiante. Ensuite, les mélanges obtenus ont été filtres a
I’aide d’un papier filtre (Wattman N° 1). Cette opération a été répétee trois fois. Les filtrats

obtenus ont enfin été concentrés a 45°C jusqu'a I’obtention des extraits secs.

-
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Poudres fines Agitation Filtration Extraits EtOH

Figure 16: Différentes étapes d’extraction par macération (extraits EtOH).

3.3.2 - Huile essentielle

L’HE des écorces de C. limon a été extraite par hydro-distillation a 1’aide d’un dispositif de type
Clevenger pendant 2 heures (Figure 17). Dans un ballon de 2L, 200 g des écorces fraiches
découpées en morceaux ont été mis en contact direct avec 1L d’eau distillée (ED). Le mélange a
ensuite été port¢ a I’ébullition a 1’aide d’une chauffe ballon. Les vapeurs chargées d’HE
traversent les tubes a un réfrigérant et se condensent, a cause de différence de densité, I’HE a été

séparée de I’cau et collectée par décantation (Abdul Aziz et al., 2018).

Figure 17: Extraction d’HE des écorces de C. limon par hydro-distillation.

3.4- Rendement d’extraction
Le rendement d’extraction (Rd%) est le rapport entre la masse des extraits obtenue et la masse
seche du matériel végétal a traiter. Le Rd% de chaque extrait a été calculé selon la formule
suivante (Akabassi et al., 2021).

Rd (%) = m /M x 100

Rd% : Rendement exprimé en %.
m: Masse en gramme de ’extrait sec / Volume en pL de I’huile essentielle.

M : Masse seche initiale en gramme de matériel végétal.
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3.5- Dosage colorimétrique des composés phénoliques
Le dosage des polyphénols totaux, des flavonoides totaux et des tanins condensés dans les

extraits EtOH de deux plantes a été effectué a 1’aide d’un spectrophotométre.

3.5.1- Dosage des polyphénols totaux

La teneur en polyphénols totaux dans les extraits EtOH de deux plantes a été estimée selon la
méthode colorimétrique de Boucif et al. (2023) en utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu (Figure
18).

a) Principe
Le principe de dosage des phénols totaux repose sur les capacités réductrices des complexes
ioniques polymériques formés a partir des acides phosphomolybdiques et phosphotungstique
(réactif de Folin-Ciocalteu) par les composés phénoliques. 11 en résulte la formation d’un
complexe bleu qui accompagne 1’oxydation des composés phénoliques et qui est stabilisé par
I’addition de NaCOs. Le dosage des phénols totaux est effectué par la comparaison de

I’absorbance observée a celles obtenues par un étalon d’acide gallique de concentrations connues

(Dif et al., 2015).

b) Mode opératoire

0.2 ml d’extrait de chaque plante dans un tube i essai

1 ml de réactif de Folin-Ciocalteu a 10%

5 min d’incubation

0.8 ml de carbonate de sodium Na2CO3 a 7.5%

1h d’incubation a 1’obscurité a
température ambiante

Lecture de 1’absorbance a 760 nm

Figure 18: Protocole de dosage des polyphénols totaux (Boucif et al., 2023).

La méme opération (Figure 18) a été effectuée pour I’acide gallique a différentes concentrations
(6,25; 12,5; 25; 50; 100 ; 200 pg/ml) ou la courbe d’étalonnage a été tracée. Le blanc a été

également préparé suivant le méme protocole en remplacant la solution d'extrait avec 1’éthanol.
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Les résultats sont exprimés en milligrammes d’équivalents d’acide gallique par gramme de
matiére séche (mg EAG/g MS).

3.5.2- Dosage des flavonoides totaux
La teneur en flavonoides totaux dans les extraits EtOH a été estimée selon la méthode de
trichlorure d’aluminium (AICI3) décrite par Ghedadba et al. (2014) (Figure 19).

a) Principe
Le principe de la méthode est basé sur 1’oxydation des flavonoides par le réactif (AICIs), elle
entraine la formation d’un complexe brunatre qui absorbe a 430 nm. La comparaison de
I’absorbance observée a celles obtenues par un étalon de quercétine de concentrations connues

permet d’évaluer la teneur totale en flavonoides (Dif et al., 2015).

b) Mode opératoire

1 ml d’extrait de chaque plante dans un tube a essai
1 ml de la solution d’AlCl; 4 2 % ;

30 min d’incubation a I’obscurité
a température ambiante

" Lecture de ’absorbance a 430 nm

Figure 19: Protocole de dosage des flavonoides totaux (Ghedadba et al., 2014).

La courbe d’étalonnage du standard a été tracée on utilisant la quercétine a différentes
concentrations (0,02 ; 0,04 ; 0,06 ; 0,08; 0,10 mg/ml). Le blanc a été également préparé en
mélangeant 1 ml d’EtOH avec 1 ml d’AlICIs. La concentration des flavonoides totaux a été
déterminée & partir de I'équation de régression linéaire déduite de la courbe d’étalonnage de la
quercétine. Les résultats ont été exprimes en milligrammes d’équivalents de quercetine par

gramme de matiére séche (mg EQ/g MS).

3.5.3- Dosage des tanins condensés
La quantité des tanins condensés est déterminée par la méthode de vanilline en milieu acide
décrite par Boucif et al. (2023) (Figure 20).
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a) Principe
Le principe de ce dosage est base sur la fixation du groupement aldéhydique de vanilline sur le
carbone 6 du cycle A de la catéchine. Le dosage des tanins condensés est effectué par la
comparaison de 1’absorbance observée a celles obtenues par un ¢étalon de catéchine de

concentrations connues (Tlili et al., 2020).

a) Mode opératoire

l‘ 0,1 ml de I’extrait de chaque plante dans un tube a essai I

3 ml de la solution vanilline/méthanol (4%)

1,5 ml de I’acide chlorhydrique concentré (HCI)

20 min d’incubation a1’obscurité
a température ambiante

Lecture de I’absorbance a 550 nm

Figure 20: Protocole de dosage des tanins condensés (Boucif et al., 2023).

La courbe d’étalonnage du standard a €té obtenue a partir de 1’absorbance de la catéchine a
différentes concentrations (0,06 ; 0,12 ; 0,18 ; 0,24 ; 0,3 pug/ml). Le blanc a été préparé suivant le
méme protocole (Figure 20) en remplagant la solution d'extrait avec 1’éthanol. Les résultats sont
exprimés en milligrammes d’équivalents de catéchine par gramme de matiére seche (mg EC/g
MS).

3.6- Activités biologiques
Quelques activités biologiques des extraits obtenus ont été évaluées; antioxydante,

antimicrobienne et antibiofilm.

3.6.1- Activité antioxydante
Deux méthodes différentes; DPPH et FRAP, ont été choisies pour évaluer la capacité

antioxydante des extraits obtenus ; extraits EtOH de deux plantes et HE de C. limon.

3.6.1.1- Piégeage du radical libre DPPH
L’activité anti-radicalaire a été déterminée par la méthode de DPPH décrite par Boucif et al.,
(2023) avec quelques modifications (Figure 22).
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a) Principe
La méthode de mesure du pouvoir antioxydant par le DPPH (2,2-Diphényl-picrylhydrazyle)
repose sur la capacité d’une substance a réduire le radical DPPH. Cette réduction entraine un
changement de couleur de la solution, passant du violet au jaune en présence d’un composé anti
radicalaire. La réaction est ensuite évaluée en mesurant 1’absorbance de la solution par
spectrophotometre & 517 nm. Ce changement de la couleur, du violet au jaune, est proportionnel
au pouvoir antioxydant de la substance testée (Hama et al., 2019).

//:B S\

¢ Q2N {\ S Ol

N 2 N/ 02,
5\ .

. Y — H . X
n—t—  N—no; + Antioxydant-OH ———» __"'—'!-—fj' o2 + Antioxydant-O
('\_/) QN — ) :JIJ-I.
DPPH Radical libre DPPH-H forme réduite
(Violet) (Jaune)

Figure 21: Réduction de DPPH par antioxydant (Hama et al., 2019).

a) Mode opératoire
Cette méthode consiste a la préparation de différentes dilutions (0,02 ; 0,04 ; 0,06 ; 0,08 et 0,1
mg/ml) des extraits EtOH de deux plantes, de I’HE des écorces de C. limon et de I’acide
ascorbique (standard). Les extraits ont été testés contre un blanc qui contient 1’éthanol et la
solution méthanolique de DPPH incubés dans les mémes conditions (Figure 22).

{r

0,25 ml de chaque dilution dans des tubes d’Eppendorf B

l 0,75 ml de la solution méthanolique de DPPH (1.2 mg/ 50 ml méthanol) \l

30 min d’incubation a
I’obscurité a température
ambiante

[[ Lecture des absorbances a 517 nm H

Figure 22: Protocole de piégeage du radical DPPH (Boucif et al., 2023).

L’activité anti-radicalaire est estimée selon I’équation suivante :

% d’activité antioxydante = L2Scnie = Abs whaniion) g 6 (Boycif et al., 2023).

Abs contrile

ADbS controle : Absorbance du contrdle positif (Solution DPPH sans extrait).

ADS schantillon - Absorbance de 1’échantillon.
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Les résultats sont exprimés par la concentration inhibitrice de 50% (ICso) qui est la concentration
nécessaire de 1’échantillon testé pour réduire 50% du radical DPPH. Les ICso ont été calculées
graphiquement a partir des équations de régression linéaire tracées. La plus faible Clso indique la
plus forte activité antioxydante (Khalafallah et al., 2010 ; Fidrianny et Ruslan, 2016 ;
Yuniarti et al., 2020 ).

3.6.1.2- Pouvoir réducteur du fer (FRAP)
Le pouvoir réducteur d’ion ferrique des échantillons a été déterminé selon la méthode décrite par

Cherfia et al. (2020) (Figure 23).

a) Principe
Le pouvoir réducteur d’un extrait est corrélé a son activité antioxydante. Cette méthode a été
développée pour évaluer la capacité des extraits a convertir le fer ferrique (Fe3*) présent dans le
complexe KsFe(CN)6 en Fer ferreux (Fe?*) [Fes*+ e"— Fe?*]. Le fer ferrique, initialement jaune,
subit une réduction et devient bleu ou vert en présence d’un atome d’électron. La transition de la

coloration jaune a bleu ou vert est directement liée a I’activité antioxydante (Hama et al., 2019).

a) Mode opératoire
Différentes dilutions (0,1 ; 0,2 ; 0,3; 0,4 ; 0,5 mg/ml) des extraits EtOH de deux plantes, de I’'HE

des écorces de C. limon et de I’acide ascorbique (AA) ont été préparées.

0,5 ml de chaque dilution dans des tubes + 0,5ml de tampon phosphate (0.2M, pH = 6.6) +
0.5 ml de ferrocyanure de potassium a 1%

Bain marie (50 C°) pendant
20 minutes

0,5 ml de TCA a 10% + 2 ml d’eau distillé + 0,4 ml de FeClI3 4 0,1%

Lecture des absorbances a 700 nm ?

Figure 23: Protocole de pouvoir réducteur du fer (Cherfia et al., 2020).

Le blanc a éte prépare suivant le méme protocole (Figure 23) en remplacant I'extrait par
I’éthanol. Le pouvoir réducteur des extraits obtenus (EtOH et HE) et de I’AA est estimé par les
valeurs de I’EC50 qui sont calculées a partir des équations de régression des courbes
d’absorbance. L’absorbance est directement proportionnelle au pouvoir réducteur, la plus grande
absorbance d’un mélange correspond a un bon pouvoir réducteur (Cherfia et al., 2020 ; Ayad et
al., 2022).
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3.6.2- Activité antimicrobienne
Pour mettre en évidence ’activité antimicrobienne des extraits obtenus a partir de deux plantes
étudiées ; extraits EtOH des écorces de C. limon et des graines de P. harmala, HE des écorces de
C. limon, et méme la combinaison de deux extraits EtOH ; la méthode de diffusion sur milieu
solide en puits a été effectuées afin de tester la sensibilité des souches examinées et eégalement
déterminer les CMI et les CMB.

a) Souches microbiennes testées
Cing souches microbiennes dont quatre bactéries ; deux a Gram positif ‘Staphylococcus aureus
ATCC 6538 (S. aureus), Bacillus spp. et deux a Gram négatif ‘Pseudomonas aeruginosa
NCIMB 8626 (P. aeruginosa), Escherichia coli NCTC 10538 (E. coli)’ avec une levure;
Candida albicans ATTC 10231 (C. albicans) ont été utilisées dans la présente étude pour évaluer
I’activité antimicrobienne des extraits obtenus de deux plantes. Ces souches ont été fournies par

le laboratoire de microbiologie de la faculté des SNV, UFM Constantine 1.

b) Milieux de culture
Les milieux de culture utilisés dans ce test sont le Mueller-Hinton (MH), la gélose nutritive

(GN), le bouillon nutritif (BN) et I’eau physiologique.

c) Test antimicrobien
L’activité antimicrobienne des extraits obtenus a été réalisée par la méthode de diffusion en
milieu solide (méthode des puits) selon le protocole décrit par Toty et al. (2013). Le principe de
ce test repose sur la diffusion des agents antibactériens de différentes concentrations en milieu

solide en déterminant les diamétres des zones d’inhibition en mm.

e Préparation des concentrations des extraits
Différentes concentrations de chaque extrait EtOH, de la combinaison de deux extraits EtOH et
de I’HE de C. limon (12,5 ; 25 ; 50 ; 100 et 200 mg/mL) ont été préparées en utilisant le DMSO
stérile. L’antibiotique (Amoxiciline 1,5mg/ml), I’antifongique (Fluconazol 1,5 mg/ml) et le
DMSO a raison de 50uL par puits ont été également préparés (Traoré et al., 2012).

e Réactivation des souches microbiennes
Dans des conditions stériles et a partir des boites de conservation, les bactéries et la levure a
tester ont été ensemencées par la méthode des stries sur des boites de Pétri contenant les milieux
sélectifs appropriés aux souches microbiennes utilisées (Annexe 1). Ensuite, les boites ont été
incubées a 37°C pendant 24 heures pour les bactéries et 28°C pendant 24-48h pour la levure, afin

d’obtenir des colonies jeunes et bien isolées.
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e Préparation de I’inoculum microbien
Apreés 24 heures d’incubation des souches bactériennes testés et 48h pour la levure, quelques
colonies bien isolées et parfaitement identiques de chaque souche ont été prélevées a I’aide d’une
anse de platine (pipette pasteur). Puis, elles ont été mises dans un tube contenant de 1’cau
physiologique stérile a 0,9% et les tubes ont été homogénéisés avec le vortex. La densité de
I’inoculum a été ajustée a 0,5McFarland (1,5 x 10® cellules/mL) (Gayathiri et al., 2018 ;
Boussena, 2019).

e Test de sensibilité
Tout d’abord, le milicu de culture gélosé Mueller—Hinton (MH) a été coulé aseptiquement. Apres
solidification et a 1’aide d’un écouvillon stérile trempé dans la suspension microbienne
standardisee, toute la surface des boites contenant le milieu MH a été ensemencée
uniformément. Aprés séchage de la surface (environ 5 min), des puits de 6 mm de diametre ont
été effectués dans la gélose a I’aide d’une pipette Pasteur stérile. 50 puL de chaque concentration

des extraits ont été ensuite versés délicatement dans chaque puits a I’aide d’une micropipette.

Parallélement, des puits pour I’antibiotique (Amoxicilline 30 pg/ puits a été déposé comme
témoin positif), I’antifongique (Fluconazol 30 pg/ puits a été déposé comme témoin positif) et le
DMSO (20 pl/puits comme témoin négatif) ont été creusés. Les boites de Pétri ont été ensuite
placées a basse température pendant 20 min afin de permettre la pré-diffusion des extraits dans la
gélose. Ultérieurement, les boites ont été incubées a 37°C pendant 24 heures pour les bactéries et
a 28°C pendant 48h pour la levure (Toty et al., 2013).

e Lecture
La mesure des diamétres des zones d’inhibition formées autour de chaque puits a été ensuite

effectuée (en mm). Apres, les souches ont été classées (Tableau 11).

Tableau 11 : Classes des souches selon les zones d’inhibition (Boutabia et al., 2016).

Non sensible ) . . Extrémement
Classe o Sensible Tres sensible _

(Résistante) sensible
Diamétre <8 mm 9-14 mm 15-19 mm >20 mm

e Détermination de la CMI et de la CMB
La CMI de I’extrait de la plante sur la souche étudiée est définie comme sa plus faible
concentration inhibant 1’activité microbienne apres 18 a 24 h de contact a 37°C, c’est a dire

aucune croissance bactérienne visible a I’ceil nu a été observée. Alors que la CMB de I’extrait de
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la plante sur la souche étudiée est définie comme la plus faible concentration laissant 0,01% ou

moins de survivants de I’inoculum initial aprés 18 a 24 h de culture a 37°C (Boussaid, 2007).

3.6.3- Inhibition de la formation de biofilms
Les trois extraits obtenus ; extraits EtOH et HE des écorces ; ainsi la combinaison de deux
extraits EtOH ont été testés pour leur activité antibiofilm en utilisant la méthode de Cristal Violet

décrite par Noumi et al. (2022) avec quelques modifications.

a) Principe
L’intérét de cette méthode est de tester I’effet possible des extraits des plantes étudiées a inhiber
la formation de biofilm, par I’estimation de la densité cellulaire fixée sur les parois intérieurs des
tubes en polystyrene en utilisant la méthode standard de coloration au Cristal Violet (CV). Les
bactéries qui forment le biofilm sont quantifiées par la fixation de cristal violet, ce colorant est
ensuite ré solubilisé par une solution alcoolique et la quantité de colorant est déterminée par

spectrophotométrie (Klein et al., 2010).

d) Mode opératoire

e Preéparation des souches bactériennes initiales
Selon les résultats précédents, la bactérie S. aureus a été choisie pour réaliser ce test. Elle a été
ensemencée sur la gélose nutritive puis les boites ont été incubées a 37° C pendant 24 heures.
Quelques colonies ont été suspendues dans le bouillon nutritif (Annexe 1) exempt de 1’extrait
(Témoin) ou additionné de différentes concentrations (12,5; 25; 50 ; 100 et 200 mg/mL) de
chaque extrait (Test), extraits EtOH, HE de C. limon et combinaison de deux extraits EtOH.
Les densités optiques a 600 nm (DO) des suspensions résultantes ont été ajustées a la valeur de
0,20 a I’aide d’un spectrophotométre (SHIMADZU UV-1280).

e Test de formation de biofilms en tubes
Les suspensions bactériennes préparées ont été réparties dans des tubes en polystyréne de 5 ml a

raison de 2 ml de suspension par tube. Les tubes ont ensuite été incubés a 37°C pendant 24h.

e Lecture
Aprés 24h d’incubation, les tubes ont été retirés et 1’absorbance de la culture bactérienne
résultante a été mesurée a 600 nm pour chacun des tubes. Ces derniers ont alors eté débarrassés
de la culture bactérienne aprés ringages successifs a ’eau distillée (ED). La biomasse fixée sur
les parois du tube (formation de biofilm) a été révélée aprés coloration a 1’aide d’une solution
aqueuse de CV a 1 %. Apres un temps de contact de 1 heure du temps, I’excés de colorant a été

¢liminé suivi d’un lavage abondant des parois du tube a I’ED (jusqu’a 1’obtention des gouttes
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transparentes). Le CV fixé sur les parois du tube a été solubilis¢é a 1’aide d’une solution
constituée d’un mélange éthanol : acétone (75 : 25) pendant 1 heure. Puis, 1’absorbance de la
solution obtenue a été mesurée a 570 nm a I’aide d’un spectrophotométre (SHIMADZU UV-
1280). Les résultats obtenus sont exprimés en pourcentage de réduction du biofilm (%). Il est

calculé comme suit :

. ) DO témoin — DO test
Pourcentage de réduction (%) = Do temoin X 100

3.7- Analyse statistique

Les données expérimentales du rendement d’extraction, du dosage des composés phénoliques,
des activités biologiques ; activité antioxydante, antimicrobienne et antibiofilm obtenues ont été
exprimées par la moyenne de 2-3 répétitions + écart type. Les équations des courbes ainsi que les

coefficients de corrélation ont été déterminés en utilisant I’Excel 2007.
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4- Résultats et discussion

Les résultats de la caractérisation phytochimique, du rendement d’extraction, du dosage des
composés phénoliques, et des activités biologiques ; antioxydante, antimicrobienne et
antibiofilm des écorces de Citrus et des graines de Peganum ont été obtenus.

L’identification botanique de deux plantes étudiées a révélé que leurs espéces végeétales

étaient Citrus limon (C. limon) et Peganum harmala (P. harmala), respectivement.

4.1- Analyses phytochimiques

Le criblage phytochimique, le rendement d’extraction et le dosage colorimétrique des
composés phénoliques ; polyphénols totaux, flavonoides totaux et tanins condenses ; des
écorces de C. limon et des graines de P. harmala ont été déterminés.

4.1.1- Screening phytochimique

La détection des métabolites primaires et secondaires dans les écorces de C. limon et les
graines de P. harmala a été effectuée en utilisant des tests spécifiques pour chaque groupe
chimique. L’apparition d’une précipitation ou un changement de couleur confirme la présence

des métabolites testes. Les résultats de ces tests sont représentés dans le tableau 12.

<
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Tableau 12 : Screening phytochimique des écorces de C. limon et des graines de P. harmala.

Résultats
Composant Test de .
chimigue détection Observation _ C. P. Photos
limon | harmala
Test de Précipitation
Sucres Fehling rouge brique S *
aﬁ?rllggse i Test de Couleur i i
. Ninhydrine violette
protéines
Test de P harmala
Polyphe;nols chlo_rure Coule_euAr bleu et .t
et tanins ferrique noiratre
(FeCly)
Test Couleur
Flavonoides | d’hydroxyde : +++ -
; jaune
de sodium
Précipitation
. Test de
Alcaloides Wagner bruqe + +++
rougeatre
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Tableau 12 : Screening phytochimique des écorces de C. limon et des graines de P .harmala (cont.).

Résultats
Composant Test de .
chimique détection Observation .C' P. Photos
limon | harmala
Indice de
mousse > 100
i our le tube
Saponines Indice de dgnt la hauteur + +
P mousse , X
est égalea 1
cm
P.harmala (Aprés le test)
B
‘L C. limon P. harmala
Stéroides Test de_ Anngau +++ +++
Salkowsi rougeatre
C. limon P. harmala
Test de
Terpénoides | chlorofor CouleurAbrune et 4
me et rougeatre
H.SO4
C. limon P. harmala
. Test de
Glycosides Keller. | Couleurbrune | i
cardiaque .
Kilani
Huile d|i_s|¥i(|j|;?[;0 Gouttes N )
essentielle n d’huile

Quantité importante : (+++), modeste quantité : (++), faible quantité : (+), absence (-).

45

7
) 4
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Les résultats de criblage phytochimique présentés dans le tableau 12 montrent la présence de
différents composants chimiques ; avec un degré varié ; dans les écorces de C. limon et les
graines de P. harmala ; métabolites primaires comme les sucres, les acides aminés et les
protéines, et métabolites secondaires tels que les polyphénols, les flavonoides, les tanins, les
alcaloides et les saponines.

En effet, ces résultats sont similaires entre les graines et les écorces concernant la présence
des saponines, des stéroides, des terpénoides et des glycosides cardiaques, car ces composants
sont présents en grandes quantités dans les deux, sauf les saponines qui existent en quantités
relativement faibles. En outre, les sucres, les polyphénols et les tanins sont plus abondamment
présents dans les écorces de C. limon que les graines de P. harmala. En revanche, les graines
de P. harmala sont les plus riches en alcaloides avec une absence totale des flavonoides et

des huiles essentielles (HE) qui sont détectes dans les écorces.

Ce profil phytochimique des ecorces de C. limon est similaire a celui de Rathour et al.
(2020), qui ont travaillé sur la méme partie de la plante, notamment sur la présence des sucres,
des polyphénols, des flavonoides et des alcaloides avec 1’absence des tanins et des saponines.
Nos résultats sont également comparables avec ceux d’Okigbo et al. (2020) qui ont utilise le
méthanol au lieu d’éthanol pour confirmer la présence des tanins, des flavonoides, des
alcaloides et des saponines dans les écorces de C. limon. Par ailleurs, nos resultats de
screening sont semblables a ceux obtenus par Gurusiddappa et al. (2014) concernant la

présence des flavonoides, des stéroides et des tanins en tenant I’absence des acides aminés.

Un autre travail plus récent conduit par Abdu et al. (2021) sur les écorces de C. limon de la
région de Marrakech- Maroc, a révélé des résultats identiques avec ceux de la présente étude ;
la présence des polyphénols, des tanins, des flavonoides, des alcaloides, des saponines, des

stéroides et des glycosides cardiaques.

Pour les graines de P. harmala, les résultats du criblage phytochimique sont tres proches de
ceux de Bouabedelli et al. (2016) et de Abdulridha et al. (2019) qui ont travaillé sur I’extrait
méthanolique et éthanolique respectivement, surtout a propos de la présence massive des
alcaloides, la présence des tanins, des saponines, des stéroides et des terpénoides avec
I’absence totale des flavonoides. En outre, Guergour (2018) a remarqué une forte présence
des alcaloides et des tanins ainsi qu’une absence totale des saponines dans les graines de P.

harmala récoltées de la région de Touama, Bordj Bou Arreridj durant les mois de Juillet-
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Ao(t. Cependant, dans la présente étude, une présence faible des tanins et des saponines a été

consacrée.

En fait, les variations dans I’ensemble des résultats précédents du criblage phytochimique des
écorces de C. limon et des graines de P. harmala pourraient étre attribuée aux plusieurs
facteurs tels que la période et la région de récolte, la méthode et le solvant d’extraction et

notamment les conditions climatiques (Bouchenak et al., 2020).

4.1.2- Rendement d’extraction
Apres I’extraction et 1’élimination de toute trace de solvant, chaque extrait ; EtOH et HE ; des
écorces de C. limon et des graines de P. harmala a été caractérise par son rendement (Rd%)

et sa couleur (Tableau 13).

Tableau 13 : Rendements d’extraction et caractéristiques des extraits des écorces de C. limon et des
graines de P. harmala.

Rd % Couleur
Plante _ :
Extrait EtOH HE Extrait EtOH HE
Ecorces de C. limon 17,48 £0,73 0,32 £0,03 Jaune Transparent
Graines de P. harmala 15,84 £ 0,22 / Rouge pourpre /

En fait, le rendement d’extraction a révélé une différence significative entre les extraits EtOH
bruts des écorces de C. limon et des graines de P. harmala (Rd%; 17,48 + 0,73 et 15,84 +
0,22% respectivement) et méme de I’HE (Rd% = 0,32 + 0,03 %) (Tableau 13) selon la plante,

la partie végétale, le solvant et la méthode d'extraction utilises.

Par ailleurs, I’extrait EtOH des écorces de C. limon est caractérisé par une couleur jaune, alors
que la couleur de I’extrait EtOH des graines de P. harmala est rouge pourpre. En revanche,

I’HE des écorces de C. limon est incolore et présente une odeur caractéristique de citron.

En effet, les deux extraits EtOH ont montrés des valeurs élevées du Rd% par rapport a celle
de I’HE des écorces ; notant que I’extrait EtOH des écorces de C. limon avait le meilleur Rd%
égal a 17,48 + 0,73% proche de celui de I’extrait EtOH des graines de P. harmala (15,84 +
0,22%). Soulevant, le Rd% d’HE des écorces de citron est vraiment trés faible de 1’ordre de
0,32 = 0,03%, cependant les graines de P. harmala n’ont donné aucune quantité d’huile

essentielle.
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A titre de comparaison, le rendement d’extrait EtOH des écorces de C. limon dans cette étude
est supérieur (17,48 + 0,73%) a celui obtenu par Abdu et al. (2021) (Rd%=9,47 + 0,81%). Par
contre, ’'HE a enregistré une valeur un peu inférieure (Rd%=0,32 + 0,03%) a celle du méme
travail (Rd%=0,71 + 0,1%).

Pour les graines de P. harmala, une étude réalisée par Dehiri et al. (2022) sur le méme
extrait (EtOH) a montré un rendement de 12,8 + 0,40%. Cette valeur est inférieure a celle de
notre rendement (15,84 + 0,22%). En revanche, le travail de Saeedeh et al. (2022) sur
I’extrait MeOH des graines de P. harmala, a révélé un rendement trés élevé de I’ordre de
29,7%, qui est supérieur a celui de notre travail. Ceci peut s'expliquer par le fait que la
polarité du solvant d'extraction avait une influence sur le rendement (Do et al., 2014; Wakeel
et al., 2019).

Selon les travaux d’Ameen et al. (2021) et d’El Aboubi et al. (2022) sur I’'HE des écorces de
C. limon en utilisant la méme méthode d’extraction ; hydro-distillation, les rendements étaient
0,61 et 1,2 £ 0,16% successivement. Ces valeurs sont plus importantes que ce qu’on a obtenu
(Rd%=0,32 + 0,03%).

Dans cette partie, il est suggéré que les variations des rendements d’extraction dans les
travaux précédents peuvent étre liees aux différences de polarités entre les solvants, de la
méthode d’extraction, de la région et de la saison de récolte de ces plantes (Dhanani et al.,
2017).

4.1.3- Dosage des composés phénoliques
La quantification des composés phenoliques; polyphénols totaux, flavonoides totaux et tanins

condensés a été effectuée.

4.1.3.1- Dosage des polyphénols totaux

L’estimation de la quantité des polyphénols totaux des écorces de C. limon et des graines de
P. harmala a été accomplie selon la méthode de Folin-Ciocalteu décrite par Boucif et al.
(2023) en utilisant l'acide gallique (AG) comme standard. La courbe d’étalonnage a été
ajustée, avec un coefficient de corrélation Rz = 0,971 et une équation de régression y = 6,330x
+ 0,645 (Figure 24).

.
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Figure 24: Courbe d'étalonnage de I'acide gallique.

Les résultats présentés dans I'histogramme ci-dessous (Figure 25) indiquent une variation

considérable des teneurs en polyphénols totaux dans les extraits EtOH de deux plantes.
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Figure 25 : Teneurs en polyphénols totaux dans les extraits EtOH des écorces de C. limon et des
graines de P. harmala.

Les teneurs en polyphénols totaux dans les extraits EtOH different de maniére significative
entre les écorces de C. limon et les graines de P. harmala ; les écorces possédaient la teneur la
plus élevée (196,25+ 12,41 mg EAG/g MS) par rapport a celle des graines (55,33 + 8,38 mg
EAG/g MS).

4.1.3.2- Dosage des flavonoides totaux
L'estimation quantitative des flavonoides totaux dans les extraits EtOH des écorces de C.

limon et des graines de P. harmala a été réalisée suivant la méthode de trichlorure
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d’aluminium décrite par Ghedadba et al. (2014), en utilisant la quercétine comme standard.

La courbe d’étalonnage a été ajustée avec un coefficient de corrélation R2 = 0,941 et une

équation de régression y = 1,99x + 0,036 (Figure 26).

Absorbance a 430 nm

y =1,99x + 0,036
- R2=0,941
| o
_ o
i <
| &
<
0 0.02 0.04 0.06 0.08 0.1 0.12
Concentration (mg/ml)

Figure 26: Courbe d’étalonnage de la quercétine.

Les teneurs en flavonoides totaux ont été calculees a partir de I'équation de régression linéaire

de la quercétine. Les résultats obtenus sont illustrés dans 1’histogramme ci-dessous (Figure

27).
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Figure 27 : Teneurs en flavonoides totaux dans les extraits EtOH des écorces de C. limon et des
graines de P. harmala.

La teneur en flavonoides totaux dans les écorces de C. limon (52, 21 + 6,18 mg EQ/g MS) est

considérablement plus élevée que celle dans les graines de P. harmala (9,03 = 1,38 mg EQ/g

MS).
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4.1.3.3- Dosage des tanins condensés

La méthode décrite par Boucif et al. (2023) a permis de quantifier les tannins condenses dans

les extraits EtOH des écorces de C. limon et des graines de P. harmala en utilisant la

catéchine comme standard. La courbe d’étalonnage a été ajustée avec un coefficient de

corrélation R2 = 0,949 et une formule de régression y = 121,6x + 0,045 (Figure 28).
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Figure 28 : Courbe d’étalonnage de la catéchine.

Les resultats illustrés dans [I'histogramme ci-dessous (Figure 29) révelent une légere

différence dans la teneur en tanins condensés entre les extraits EtOH de deux plantes.
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Figure 29 : Teneurs en tanins condensés dans les extraits EtOH des écorces de C. limon et des graines
de P. harmala.

La quantité des tanins condensés dans les graines de P. harmala (4,74 = 0,05 mg EC/g MS)

est légérement supérieure a celle dans les écorces de C. limon (3,13 £ 0,08 mg EC/g MS).
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L’ensemble des résultats de dosage des polyphénols totaux, des flavonoides totaux et des
tanins condensés des extraits EtOH de deux plantes sont présentés dans le tableau 14.

Tableau 14 : Quantification des composés phénoliques des extraits EtOH des écorces de C. limon et
des graines de P. harmala.

. Polyphénols totaux | Flavonoides totaux | Tanins condensés
Extrait EtOH (Mg EAG/gMS) | (mgEQ/gMS) | (mgEC/gMS)
Ecorces de C. limon 196,25 + 12,41 52,21+6,18 3,13+£0,08
Graines de P. harmala 55,33 £ 8,38 9,03+1,38 4,74 + 0,05

L'estimation quantitative des composés phénoliques dans les extraits EtOH des écorces de C.
limon et des graines de P. harmala a indiqué que les teneurs en polyphénols totaux sont
énormément supérieures a celles en flavonoides totaux et en tanins condensés (Tableau 14).
Notant que les écorces sont plus riches en polyphénols (196,25 + 12,41 mg EAG/g MS) et en
flavonoides (52, 21 + 6,18 mg EQ/g MS) que les graines qui ont enregistre les teneurs les plus
basses (55,33 + 8.38 mg EAG/g MS et 5533 + 8,38 et 9,03 + 1,38 mg EQ/g MS,
consécutivement). Cependant, des quantités mois intéressantes des tanins condensés de
I’ordre de 3,13 + 0,08 et de 4,74 = 0,05 mg EC/g MS ont été observées dans les écorces et les

graines, successivement.

Ces résultats sont différents a ceux obtenus par un travail effectué par Ucak et Khalily,
(2022) sur I’extrait EtOH des écorces de C. limon qui a indiqué une teneur en polyphénols
totaux (238,1 £ 0,00 mg EAG/g MS) significativement supérieure a celle obtenue dans la
présente étude (196,25 + 12,41 mg EAG/g MS). En revanche, la recherche menée par
Chauhan et Saxena (2019) sur I’extrait MeOH des écorces de C. limon a abouti a une teneur
en polyphénols (111,2 + 1,18 mg EAG/g MS) abondamment inférieure a celle obtenue dans

notre étude.

Pareillement, le travail de Chatzimitakos et al. (2023) a indiqué des teneurs en polyphénols
totaux et en flavonoides totaux dans 1’extrait hydro-EtOH des écorces de C. limon largement
inférieures a celles enregistrées dans ce travail ; de l'ordre de 51,24 mg EAG/g MS et de 7,1
mg équivalent de rutine/g MS (mg ER/g MS) respectivement. Par ailleurs, une autre étude
réalisée par Verma et al. (2021) sur I’extrait hydro-EtOH des écorces de C. limon a révélé
une teneur en flavonoides de 56,28 + 1,38 mg EQ/g MS, qui est une valeur trés proche de

celle estimée dans notre travail.
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En outre, nos résultats sont incomparables a ceux obtenus par une étude de Makni et al.
(2018) sur I’extrait hydro-EtOH des zestes de C. limon ou la teneur en tanins condensés est
trés éminente (138,33 + 35,36 mg EC/ g MS) a celle trouvée dans I’extrait EtOH des écorces
dans le présent travail (3,13 + 0,08 mg EC/ g MS).

Concernant les graines de P. harmala, une étude de Mazandarani et al. (2012) sur I’extrait
EtOH des graines de P. harmala a révélé des teneurs en polyphénols totaux et en flavonoides
totaux supérieures a nos résultats et surtout par rapport aux flavonoides ; estimées a 61,55 +
0,84 mg EAG/g MS et a 42,21 + 0,66mg EQ/g MS, successivement.

En revanche, le travail effectué par Saeedeh et al. (2021) sur I’extrait MeOH de P. harmala a
indiqué une teneur en polyphénols totaux (30,46 mg EAG/g MS) inférieure a celle obtenue
dans notre étude. Par contre, une quantité des flavonoides totaux égale a 16,63 mg EQ/g MS a
été enregistrée ; qui est un peu plus élevée que celle trouvée dans notre travail. En outre, un
travail realisé par Igbal et al. (2019) sur le méme extrait ; MeOH des graines de P. harmal, a
indiqué une teneur en polyphénols totaux égale a 30,9 mg EAG/g MS. Ce résultat est aussi
inférieur a celui trouvé dans le présent travail. Similairement, nos résultats sont
significativement supeérieurs a ceux obtenus par Anwar et al. (2024) qui ont travaillé sur
I’extrait hydro-MeOH des graines de P. harmala. Leurs teneurs en polyphénols totaux et en
flavonoides totaux étaient de I'ordre de 7,7 = 1,4 mg EAG/g MS et 1,0 + 0,1 mg EQ/g MS ;

successivement.

La teneur en tanins condensés dans 1’extrait EtOH des graines de P. harmala dans ce travail
est également plus élevée que celle trouvée par Khlifi et al. (2013) qui ont travaillé sur

I’extrait MeOH des graines de P. harmala avec une valeur de 2,03 + 0,06 mg EC/ g MS.

Il est suggéré que les variations dans le contenu des composes phénoliques peuvent étre
attribuées a plusieurs facteurs; le solvant d’extraction, la méthode d’extraction et de
quantification, la plante et la partie de la plante utilisées, les facteurs climatiques et
environnementaux tels que la région et la période de récolte, le climat, et le stade de

développement végétatif de la plante (le degré de maturité) (Bouchenak et al., 2020).

4.2- Activités biologiques
Dans la présente étude, la capacité antioxydante, I’activité antimicrobienne et le pouvoir

antibiofilm des extraits obtenus ont été évalués.

e
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4.2.1- Activité antioxydante
Afin de confirmer le potentiel antioxydant des extraits obtenus ; extraits EtOH des écorces et
des graines et HE des écorces de C. limon, deux tests adéquats couramment utilisés ont été

réalisés en I’occurrence le DPPH et le FRAP.

4.2.1.1- Piégeage du radicale libre DPPH

L’activité anti-radicalaire des extraits des écorces de C. limon et des graines de P. harmala a
été évaluée, in vitro, par le test de DPPH. Les résultats ont été confirmés par le virage de
couleur violette a une couleur jaune. Les pourcentages d'inhibition (P1%) du DPPH par ’acide
ascorbique, les extraits EtOH de deux plantes et I’'HE de C. limon sont montrés dans la figure
30.
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Figure 30 : Pourcentage d'inhibition des extraits EtOH de deux plantes et de I’HE des écorces de C.

limon.

D’apres la figure 30, tous les extraits végétaux ainsi que l'antioxydant de référence ; acide
ascorbique (AA), ont montré une augmentation proportionnelle des pourcentages d’inhibition

(P1%) avec la concentration.

A la concentration maximale de 0,1 mg/ml, les Pl % étaient de 69 % pour I’AA, 33,94 % pour
I’extrait EtOH des graines de P. harmala, 18,08 % et 16,78% pour I’extrait EtOH et I’HE des
écorces de C. limon ; respectivement. Les valeurs des extraits végétaux sont donc inférieures a

celle de ’AA utilisé comme standard.

L’extrait EtOH des graines de P. harmala avait le P1% le plus élevé parmi les extraits

végétaux suivi par ’extrait EtOH et I’HE des écorces de C. limon ; successivement.
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Dans le test DPPH, les valeurs de la concentration inhibitrice a 50% (Clso) (Figure 38) ont été
déterminées graphiquement a partir de I'équation de régression linéaire des courbes des P1%
d’AA et des différents extraits testés de deux plantes. L’Clso est inversement proportionnelle &
la capacité anti-radicalaire (P1%) d’un composé ; plus I’Clso est faible, plus ’activité anti-

radicalaire d’un composé est importante.
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Figure 31 : Valeurs des Clso de I’AA, des extraits EtOH de deux plantes et de I’HE des écorces de C.
limon.

Selon les résultats illustrés dans la figure ci-dessus (Figure 31), les Clsodes extraits EtOH de
deux plantes et de 'HE des écorces de C. limon varient entre 0,16 + 0,01 et 0,39 £ 0,01
mg/ml. Ces valeurs sont supérieures a celle de I’acide ascorbique (0,043 + 0,01 mg/ml) qui est
le plus puisant. En effet, I’extrait EtOH des graines de P. harmala a révélé la valeur de la Clsg
la plus basse (0,16 + 0,01 mg/ml) entre les extraits vegétaux, donc il possede I’activité anti-
oxydante la plus forte, suivi par I’extrait EtOH (0,3 + 0,00 mg/ml) et 'HE (0,39 £ 0,01

mg/ml) des écorces de C. limon ; respectivement.

Nos résultats peuvent étre comparés a ceux rapportés par Younus (2023) sur le méme extrait
EtOH des écorces de C. limon qui a trouvé une valeur de la Clso (0,037 mg/ml) trés inférieure
a celle obtenue dans le présent travail. Cette valeur a aussi démontré une activité antioxydante
forte que celle de I’AA. De plus, les résultats de Saleem et al. (2023) sur les extraits EtOH et
MeOH des écorces de C. limon ont revélé des Clso significativement inférieures a ceux

estimés dans notre travail, égales a 0,059 et 0,097 mg/ml, successivement.
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Par ailleurs, les résultats du présent travail corroborent, en outre, ceux d’Otang et Afolayan
(2016), ou ils ont démontré que I’extrait EtOH des écorces de C. limon présentait une
excellente capacité de piégeage du radical DPPH (Cls=0,31 mg/ml) approximativement
proche a notre valeur (Cls0=0,30 mg/ml). L’activité anti-radicalaire de cet extrait est

Iégérement inférieure par rapport a notre extrait.

Pour les graines de P. harmala, le résultat d’Allaq et al. (2021) sur I’extrait EtOH est,
également, proche de notre résultat, ou un pouvoir anti-radicalaire du DPPH plus élevé a été
enregistré avec une Clso égale a 0,18 + 0,00 mg/ml. En outre, les résultats d’une autre
recherche par Dehiri et al. (2022) sur des extraits EtOH et aqueux des graines de P. harmala
ont révélé des Clso comparables a nos résultats, elles étaient égales a 0,06 + 0,00 et 0,17 +

0,00 mg/ml; consécutivement.

En outre, une étude trés récente de Marzoug et al. (2023) sur I’extrait hydro-MeOH des
graines de P. harmala a révélé une Clso de 0,13 + 0,00 mg/ml qu’est tres proche a celle

enregistrée dans le présent travail.

Concernant I’HE des écorces de C. limon, sa valeur de la Clso est supérieure a celle obtenue
par El Aboubi et al. (2022) qui ont estimés une Clsode 0,064 + 0,03 mg/ml. Par consequent,
I’huile essentielle qu’on a obtenue a une activité anti-radicalaire plus faible. Par ailleurs, une
étude effectuée par Ameen et al. (2021) sur I’HE des écorces de C. limon a estimée une Clso

de 0,027 + 0,00 mg/ml ; une trés basse valeur indiquant une trés forte activité antioxydante.

Cette variation entre les resultats des études citées peut étre expliquée par plusieurs
facteurs en I’occurrence la nature et la richesse différentielle des acides phénoliques et des
flavonoides ; qui ont une haute activité de piégeage des radicaux libres due a la liaison de
leurs groupes hydroxyles OH au cycle aromatique (Cycle C) qui stabilise les radicaux libres
par transfert d'électrons ou d'atomes d'hydrogéene (Saidi, 2019 ; Aissani, 2022). En outre, la
phase de maturation de plante, la méthode et le solvant d’extraction ont une influence
significative sur 1’effet antioxydant, il est possible que ces facteurs aient un impact sur les

composés phénoliques (Saidi, 2019; Agouazi, 2021).

4.2.1.2- Pouvoir réducteur du fer (FRAP)
Le pouvoir réducteur des extraits des écorces de C. limon et des graines de P. harmala a été

évalué en utilisant la technique de FRAP selon la méthode décrite par Cherfia et al. (2020).

.
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Les résultats de I’activité réductrice du fer des extraits des plantes étudiées et de I’acide

ascorbique sont représentés dans la figure 32.
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Figure 32: Pouvoir réducteur du fer des extraits EtOH de deux plantes et de I’'HE des écorces de C.
limon.

D'apres les résultats illustrés dans la figure 32, les absorbances des extraits EtOH de C. limon
et de P. harmala et de I’acide ascorbique (AA) varient entre 0,102 et 0,643 et augmentent
proportionnellement a ’augmentation de la concentration des extraits. Cela indique que le
pouvoir réducteur de ces derniers est dose-dépendante ; c’est-a-dire que la capacité de

réduction du fer est proportionnelle a I’augmentation de la concentration des extraits.

L'équation de régression linéaire de la courbe du standard (AA) ainsi les différentes courbes
des extraits peuvent étre utilisées pour déterminer les CEso. La valeur la plus basse de ces
derniéres indique le pouvoir réducteur le plus élevé. Les CEso des extraits de deux plantes

ainsi que de I’AA sont portés dans la figure 33.
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Figure 33: Valeurs des CEso de I’AA, des extraits EtOH de deux plantes et de I’'HE des écorces C.
limon.

Les résultats illustrés dans la figure 33 montrent que les valeurs de la CEsg des extraits EtOH
de deux plantes et de I’AA varient significativement allant de 0,11 + 0,04 jusqu'a 3,20 * 0,02
mg/ml. La capacité de tous les extraits végetaux, a réduire le fer est largement inférieure a
celle de I’AA. Ce dernier, I’AA révélait la CEso la plus basse égale a 0,11 + 0,04 mg/ml, suivi
par I’extrait EtOH des graines de P. harmala (0,76 + 0,05 mg/ml), puis I’extrait EtOH des
écorces de C. limon (1,09 + 0,01 mg/ml) et enfin I’HE des écorces de C. limon (3,20 + 0,02

mg/ml), respectivement.

Ces résultats sont différents a ceux de Sheila et al. (2017) sur I’extrait MeOH des écorces de
C. limon qui ont révélé un fort pouvoir réducteur du fer avec une CEso significativement
inférieure a celle qu’on a trouvé ; égale a 0,16 mg/ml. En outre, EI Aboubi et al. (2022) qui
ont travaillé sur I’HE des écorces de C. limon ont rapporté une valeur de la CEso (CEso= 0,14
+ 0,03 mg/ml) largement aussi inférieure a celle de notre recherche. Indiquant également une

tres forte capacité réductrice du fer.

Cependant, le récent travail de Dehiri et al. (2022) sur les extraits EtOH et aqueux des graines
de P. harmala a révelé des CEso estimées a 0,82 + 0,00 et 0,84 + 0,00 mg/ml
consécutivement. En effet, le pouvoir réducteur du fer de ces extraits est trés proche de celui
de I’extrait EtOH de la méme plante dans le présent travail, qui semblait constamment étre
plus efficace ; exercant un pouvoir réducteur remarquable proche de celui de témoin positif
(AA) avec une CEso égale &4 0,76 + 0,05 mg/ml.
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La différence entre ces résultats peut étre expliquée par la différence de certains facteurs en
I’occurrence ; la région, la période de récolte et les conditions d’extraction qui affectent tout
le contenu des extraits en metabolites bioactifs ; notamment les composés phénoliques, et par
conséquent affectent I’activité anti-oxydante causeée par ces métabolites (Saidi, 2019). En
effet, de nombreuses études ont montré une corrélation positive entre la teneur en différents

composés phénoliques des plantes et leurs capacités anti-oxydantes (Fernandes et al., 2023).

4.2.2- Activité antimicrobienne

L’activité antioxydante précédente a été suivie par I’étude du potentiel antimicrobien des
extraits obtenus qui a été largement recherché chez quelques microorganismes pathogenes.
L'évaluation de cette activité a été réalisée en observant la formation de la zone d'inhibition
(Z1) autour des puits contenant les extraits étudiés, a savoir I'extrait EtOH de deux plantes et
I'HE de C. limon, a diverses concentrations. Les diametres des ZI varient en fonction des
types de bactéries ainsi que des extraits testés. Les résultats obtenus sont résumés dans le

tableau ci-dessous (Tableau 15).

<
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Tableau 15 : Diamétres des zones d’inhibition (mm) de la croissance microbienne des souches testées
par les extraits obtenus, I’ATB, I’ATF et le DMSO.

] Bactéries Levure
Extrait Gram + Gram - .
mg/ml i i i C. albicans
S. aureus Bacillus spp. | P. aeruginosa E. coli
[12,5] - - 8 +0,00 - -
[25] - 6+0,42 8 +0,00 7 +0,00 -
EtOH
[50] - 7+0,37 9,5+0,70 12 +0,00 -
C. limon
[100] 7 +0,07 10,5 + 0,70 12,5 +0,70 14,5 +0,70 -
[200] 12 + 0,00 13+ 0,45 14,5 + 0,70 26 +0,83 -
[12,5] 15 + 0,00 13 +£0,00 7 +0,00 14,5 + 0,48 14 + 0,00
E{OH [25] 19+ 0,28 18,5 + 0,83 8 +0,00 18 + 0,00* 20 + 0,00*
[50] 215+0,70 22,5+0,70 11+1,41 20 + 0,00* 26 + 0,00*
P. harmala
[100] 26 + 0,00 29,5 +0,37 13+1,41 22 +0,37* 30 + 0,00*
[200] 26,5+0,70 34 +0,23 16 +£ 0,00 22,5 +0,70* | 39 + 0,00*
[12,5] - - - - 6 +0,00
HE [25] 9+0,00 - - - 6 +0,00
) [50] 10 £ 0,00 8 +0,00 - - 27 + 0,67
C. limon
[100] 12 +£0,28 13+0,00 - - 20 + 0,00
[200] 13,5+0,50 23 +0,00 - 15+ 0,00 26 + 0,53
o [12,5] 9,5+0,70 8+0,00 - - 9+0,00
Combinaison
[25] 14 + 0,00 14 + 0,00 - - 12,5 + 0,84*
(EtOH C.
) [50] 17 £0,21 13,5+0,70 75+0,70 10 £ 0,00 20 + 0,00*
limon+ EtOH P.
H ) [100] 19,5+0,70* | 18 £0,00 11+ 0,87 13,5 +0,70 25,5+0,70*
armala
[200] 245 +0,67* | 28+0,00 13,5+ 0,70 20,5 +0,70 26 +0,70*
ATB (AMX) 30pg/puits 51 + 0,00 50 + 0,00 15+ 0,00 11 +0,00 NT
AF (FLZ) 30ug/puits | NT NT NT NT 9+0,00
DMSO 204l - - - - -

(-) pas d’inhibition; (NT) Non teste; (AMX) Amoxicilline; (FLZ) Fluconazole; (*) Effet bactéricide.
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Figure 34 : Zones d’inhibition des extraits EtOH des plantes, d’HE, d’ATB et du DMSO sur les Gram+ ;
S. aureus et Bacillus spp. 1:[C] =12,5 mg/ml ; 2: [C] =25 mg/ml ; 3: [C] =50 mg/ml ; 4: [C]
=100 mg/ml ; 5: [C] =200 mg/ml.
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Figure 35: Zones d’inhibition des extraits EtOH des plantes, d’HE, d’ATB et du DMSO sur les Gram- ;
P. aeruginosa et E. coli. 1:[C] =12,5mg/ml; 2: [C] =25mg/ml; 3: [C] =50mg/ml; 4: [C]=100mg/ml;
5: [C] =200mg/ml ; D: DMSO.
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.Figure 36 : Zones d’inhibition des extraits EtOH des plantes, d’HE, d’ATF et du DMSO sur la levure
C. albicans. 1:[C] =12,5 mg/ml ; 2: [C] =25 mg/ml ; 3: [C] =50 mg/ml ; 4: [C] =100 mg/ml ; 5: [C]

=200 mg/ml; D: DMSO.

Les résultats des zones d’inhibition (ZIs) (Tableau 15, Figures 34, 35 et 36) démontrent
I’efficacité des extraits EtOH de deux plantes, de 'HE de C. limon et méme de la
combinaison des deux extraits EtOH a I’inhibition de la croissance microbienne des cing
souches testées, a savoir les bactéries S. aureus, Bacillus spp, P. aeruginosa, E. coli, et la

levure C . albicans avec des Zls variables.

De ce fait, une corrélation forte et directe entre I’augmentation de la concentration des extraits

et "augmentation des diamétres des ZIs a été observée.

Il est également intéressant de noter que généralement les bactéries a Gram positif ont montré
une sensibilité accrue aux extraits testés par rapport aux bactéries a Gram négatif. En
particulier, la bactérie Bacillus spp. a été extrémement sensible a 1’extrait EtOH de P.
harmala avec une ZI de 34 + 0,23 mm a la concentration de 200 mg/ml en comparaison a
d’autres extraits, suivi par la combinaison des deux extrait EtOH (ZI=28 + 0,00 ) et I’'HE de
C. limon (Z1=23 = 0,00) a la méme concentration. Le méme extrait ; EtOH de P. harmala, et

la combinaison des deux extraits EtOH ont également été actifs contre la bactérie S. aureus

63




Résultats et discussion

avec des ZIs aussi intéressantes, estimees a 26,5 + 0,70 et a 24,5 £ 0,67 mm, respectivement.
Notant que la combinaison des deux extraits EtOH possédait un effet bactéricide contre S.
aureus avec une concentration minimale bactéricide (CMB) égale a 1,25 mg / puits. Alors
que, les bactéries Gram- ; P. aeruginosa et E. coli ont été généralement moins sensibles a
I’effet ; ou aucune activité a été développée par I’HE de citron contre P. aeruginosa qui a
démontré une résistance a toutes ses concentrations. Par ailleurs, cette derniere bactérie ; P.

aeruginosa a révelé une sensibilité modérée aux extraits EtOH de C. limon et de P. harmala.

De plus, une sensibilité importante de la levure C. albicans a I’extrait EtOH de P. harmala, a
I’'HE de C. limon et & la combinaison des deux extraits EtOH a été observée, avec des zones
d’inhibition de 39 + 0,00 mm, de 26 + 0,53 mm et de 26 + 0,70 mm respectivement ; a la
concentration de 200 mg/ml. Il a été aussi constaté que I’extrait EtOH de P. harmala et la
combinaison des deux extraits EtOH, étaient fongicide contre C. albicans avec une
concentration minimale inhibitrice (CMI) inférieure ou égale a 0,625 mg / puits et une
concentration minimale fongicide (CMF) de 1,25 mg / puits. En revanche, aucun effet n’a été
observé par I’extrait EtOH de C. limon contre cette levure ; ou C. albicans a présenté une

résistance a toutes ses concentrations.

Sur un autre volet, les comparaisons entre les diamétres des ZIs générées par 1’extrait EtOH
de P. harmala et celui de C .limon révélent des différences significatives. Globalement, les
ZIs obtenues par I’extrait EtOH de P. harmala (26,5 + 0,70 mm ; 34 + 0,23 mm; 16 £+ 0,00
mm) étaient plus élevées que celles observées par I’extrait EtOH de C. limon (12 + 0,00 mm ;
13 £ 0,45 mm ; 14,5 £ 70 mm) contre les mémes bacteéries, a savoir S. aureus, Bacillus spp et
P. aeruginosa respectivement. Cependant, une exception a été notée pour E. coli, ou la ZI
développée par I’extrait EtOH de C. limon (26 + 0,83 mm) a surpassé celle de P. harmala

(22,5 £ 0,70 mm) a la concentration de 200 mg/ml.

Il est important de noter que toutes les souches bactériennes étudiées ont montré une
sensibilité a I’agent antibactérien testé (Amoxicilline) avec des Zls allant de 11 + 0,00 a 51 +
0,00 mm. En revanche, le DMSO n’a été présenté aucune activité antibactérienne contre les
quatre bactéries testées, avec une absence totale des Zls. De plus, C. albicans a révélé une
sensibilité légére a I’antifongique Fluconazole (9 £ 0,00 mm) avec aucune sensibilité au
DMSO.

A titre de comparaison, plusieurs recherches récentes (Mansour et al., 2021; Jebali et al.,

2022) ont mis en évidence une sensibilité accrue des bactéries a Gram positif aux huiles

.
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essentielles et aux extraits végétaux par rapport aux bactéries & Gram négatif. Cette disparité
de sensibilité est attribuable aux différences structurales de leurs couches externes; les
composés phytochimiques agissent en perturbant ’intégrité membranaire des
microorganismes, ce qui explique en partie leur efficacité antimicrobienne différenciée
(Simdes et al., 2009).

Dans notre étude, une sensibilité des bactéries S. aureus, Bacillus spp, P. aeruginosa et E. coli
a l'extrait EtOH de C. limon a été observée. Ces résultats confirment partiellement les
conclusions des études menées par Ali et al. (2017) ; Henderson et al. (2018) ; Al-Hadrawi
et al. (2021), qui ont également rapporté une efficacité de I'extrait EtOH de C. limon contre S.
aureus et E. coli. Cependant, il a été constaté dans le présent travail qu’aucune efficacité n’a
été développée de cet extrait contre C. albicans ; contrairement a leurs observations ou une

zone d'inhibition de 17,5 mm a été rapportée par I'extrait de C. limon.

Nos résultats sont aussi en accord avec ceux d’une étude d’Otang et Afolayan, (2016), qui a
indiqué que I’extrait EtOH des écorces de C. limon a révélé un effet intéressant contre S.
aureus (Gram +), P. aeruginosa et E. coli (Gram -) a la concentration de 50 mg/ml. Les
diameétres des ZIs obtenus sont de ’ordre de 15 £ 0,1mm ; de 15+ 1,1 mm et de 15 + 1,0 mm,

successivement.

En outre, ces résultats sont étroitement compatibles a ceux trouvés par Moghdam et al.
(2010) qu’ils ont révélé que ’extrait EtOH des graines de P. harmala était tres actif contre des
souches de S. aureus a la méme concentration de 50 mg/ml, avec des ZIs allant de 17 mm a
23 mm. Cette forte activité antibactérienne est attribuée a la présence des alcaloides tels que
I’harmine, 1’harmaline et I’harmalol dans les graines de P. harmala (Moghdam et al., 2010;
Wang et al., 2022).

En revanche, nos résultats sont largement différents de ceux trouvés dans 1’étude de
Bouabedelli et al. (2016), ou ’extrait MeOH de P. harmala a révélé un effet moindre contre
S. aureus, P. aeruginosa et E. coli avec des ZIs négligeables de 5 + 0,00 mm, 5 + 0,00 mm, et
de 10 + 1,00 mm respectivement. Ces valeurs sont significativement plus basses que celles
enregistrées dans notre travail (ZIs=22,5 + 0,70, 16 + 0,00 et 26,5 = 0,70 mm;
consécutivement). Cela pourrait indiquer une efficacité antibactérienne accrue de 1’extrait
EtOH de P. harmala dans notre étude, due a divers facteurs tels que le solvant d’extraction, la
concentration de I’extrait, les différences dans les méthodes expérimentales ou les conditions

de croissance bactérienne (Simdes et al., 2009). Pour I’'HE des écorces de C. limon, nos
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résultats sont en accord avec ceux du travail de Abid et Yahya (2023) qui ont démontré que
S. aureus, Bacillus spp et C. albicans étaient trés sensibles au HE, cependant cette derniére
(HE) est moins efficace contre P. aeruginosa. Contrairement a nos résultats, ’'HE dans la
méme étude (Abid et Yahya, 2023) a donné un effet intéressant sur E. coli a toutes ses
concentrations (12,5 ; 25; 50 ; 100 ; 200 mg/ml) avec des diamétres des ZIs intéressantes ;
allant de 18 £ 0,00 mma 24 £ 1,0 mm.

Il semble que I’extrait EtOH de P. harmala soit plus efficace contre les souches microbiennes
testées que la combinaison des extraits EtOH de P. harmala et C. limon, cela affirmé que

I’efficacité peut €tre réduite lorsqu’ils sont combinés.

D’aprés I’ensemble des résultats, il est constaté que la présence des composés phénoliques,
des saponines et des alcaloides dans les plantes étudiées peut justifier I’effet antimicrobien
notable des extraits obtenus, car ces substances possédent des propriétés antimicrobiennes
connues (Nacoulma, 1996 ; Dhandapani et al., 2002). En particulier, la teneur élevée des
alcaloides chez I’extrait des graines de P. harmala lui offre une activité antimicrobienne tres

importante (Behidj-Benyounes et al., 2015).

Pareillement, il est remarquée que les bactéries Gram- sont generalement plus résistantes aux
composes phénoliques. Ceci est probablement associé a la présence d'une membrane externe
lipophile contenant des niveaux éleves de phospholipides qui rend la paroi cellulaire
imperméable a plusieurs macromolécules et restreint la diffusion des composés hydrophobes a
travers son enveloppe lipo-polysaccharidique. Cette résistance des bactéries Gram- aux
composeés phénoliques est également liée et a la présence des enzymes spécifiques dans la
membrane qui peuvent endommager les molécules introduites de l'extérieur (Konaté et al.
2012).

La concentration minimale inhibitrice (CMI) des extraits obtenus sur les microorganismes

testés a été également déterminée (Tableau 16).

.
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Tableau 16 : Concentration minimale inhibitrice (CMI) des extraits végétaux obtenus sur les souches

microbiennes testées.

CMI
Concentration (mg/ml)
Extrait
Gram+ Gram -
S. aureus Bacillis spp. | P. aeruginosa E. coli C. albicans
EtOH C. limon 100 25 12,5 o5 -
EtOH P. harmala 12,5 12,5 12,5 12,5 12,5
HE C. limon 25 50 - 100 12,5
Combinaison 12,5 12,5 50 50 12,5

L'extrait EtOH de P. harmala a démontré une forte activité antimicrobienne contre toutes les
souches testees avec des CMI égales a 12,5 mg/ml (Tableau 16), ce qui suggére un fort
potentiel pour son utilisation dans le traitement des infections bactériennes. En revanche,
I'extrait EtOH et 'HE de C. limon ont montré des effets modérés, avec une absence d'activité
contre certaines souches specifiques. Par exemple, I'HE n'a montré aucun effet sur P.

aeruginosa, tandis que I'extrait EtOH de C. limon n'a eu aucun effet sur C. albicans.

Les valeurs de la CMI sont variees (Tableau 16) de 12,5 a 100 mg/ml pour les extraits EtOH
et ’HE. La CMI la plus faible (12,5 mg/ml) a été observée chez I'extrait EtOH de P. harmala
sur toutes les souches bactériennes testées. De plus, I'extrait EtOH de C. limon a également
présenté la CMI la plus basse contre P. aeruginosa. En revanche, les CMlIs les plus élevées,
atteignant 100 mg/ml, ont été enregistrées par l'extrait EtOH et I'HE de C. limon sur S. aureus

et E. coli, respectivement.

En outre, I’extrait EtOH et ’'HE de C. limon ont exercé une activité bactériostatique sur les
cing souches testées, par contre I’extrait EtOH de P. harmala possédait une activité
bactéricide sur E. coli et C. albicans avec une concentration minimale bactéricide (CMB)

égale a 25mg/ ml (1, 25 mg/puits).

Apreés les résultats de 1’activité antimicrobienne des extraits obtenus de deux plantes ; écorces
de C. limon et graines de P. harmala, sur les souches test, la souche bactérienne S. aureus a

été sélectionnée pour évaluer I’effet anti-biofilm des extraits obtenus.
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4.2.3- Inhibition de la formation de biofilms

Les pourcentages de la réduction des biofilms de S. aureus par les extraits EtOH des écorces
de C. limon et des graines de P. harmala, la combinaison des deux extraits EtOH et I’'HE des
écorces de C. limon sont illustrés dans les histogrammes des figures 37et 38.

EtOH C. limon  mEtOH P. harmala  mEtOH (C. limon + P. harmala)
90 -
79.33
80 -
70 - 66.52
60 - 56.72 °8.28

50 -

42.09

40 -
30 - 27.95

20 -

125 25 50 100 200
Concentration (mg/ml)

Pourcentage de la réduction de biofilm %

Figure 37: Activité antibiofilm des extraits EtOH des écorces de C. limon et des graines de P.

harmala et leur combinaison sur le biofilm de S. aureus.
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Figure 38: Activité antibiofilm de I'HE des écorces de C. limon sur le biofilm de S. aureus.
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Dans cette étude, Pefficacité des extraits obtenus sur la réduction de la formation du biofilm
de S. aureus a éte testée par la méthode de cristal violet. D’apreés les résultats présentés dans
les figures 37 et 38, I’extrait EtOH des écorces de C. limon, ’extrait EtOH des graines de P.
harmala et ’'HE des écorces de C. limon ont révélé des effets antibiofilms positifs avec des
taux de reduction variés de 58,28 + 0,12%, de 79,33 + 0,17% et de 61,35 = 0,04%
respectivement, a la concentration maximale (200 mg/ml et 100% pour I’HE). La
combinaison entre les deux extraits EtOH de deux plantes & la concentration de 200 mg/ml a
donné un pourcentage d’inhibition du biofilm inférieur par rapport a I’extrait EtOH des
graines de P. harmala. L’antibiotique (AMX) a présenté un taux de réduction de la formation
du biofilm égal a 54,91 + 1,23% ; proche de celui de I’extrait EtOH de C. limon (58,28 +
0,12%) mais largement inférieur a celui de I’extrait EtOH des graines de P. harmala qui a

enregistré le pourcentage le plus éleve (79,33 + 0,17%).

Nos résultats sont comparables avec ceux de Fratianni et al. (2019) sur I’extrait EtOH des
écorces de 3 especes du genre Citrus (C. medica, C. bergamia et C. medica de Salo) qui a
montré un effet antibiofilm potentiel contre la formation de biofilm de S. aureus, E. coli, et P.
aeruginosa. En outre, Castillo et al. (2014) ont montré que 1’extrait EtOH des écorces et des
graines de C. limon a présenté un effet antibiofilm intéressant contre Campylobacter jejuni
avec un taux de réduction de 60% a 75%. Une autre étude d’Okmen et al. (2021) sur I’extrait
EtOH et ’extrait MeOH des fleurs de C. limon a donné des taux de réduction du biofilm de

17,1% et 39% respectivement, contre S. aureus a la concentration de 13 mg/ml.

Pour les graines de P. harmala, nos résultats sont aussi en accord avec ceux d’un travail de
Mohsenipour et Hassanshahian (2016) sur ’extrait EtOH et 1’extrait MeOH des graines de
P. harmala qui a révelé des taux importants de réduction de la formation de biofilm variant de
38,75% a 90,28% sur plusieurs souches bactériennes telles que S. aureus, P. aeruginosa, E.

coli et Bacillus cereus a partir de la concentration de 5 mg/ml jusqu'a 20 mg/ml.

Par ailleurs, 1’étude d’Al-Mousawi et al. (2021) sur ’'HE des écorces de C. limon a présenté
un effet antibiofilm considérable contre la bactérie Staphylococcus warneri avec un taux de
réduction de 66,35%. De plus, selon I’étude de Jamil et al. (2022), ’'HE des écorces de C.
limon a montré des taux de réduction de la formation de biofilm de 56,22% a 79,90% contre

la souche de S. aureus, et de 35,87% contre Staphylococcus haemolyticus ; respectivement.

Il a été conclu que les phytocomposants des plantes comme les glycosides, les alcaloides et

leurs dérivés, et ’acide tannique sont responsables de I'inhibition du biofilm. Ces composants

.
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peuvent agir en brisant les plus gros polysaccharides présents dans I'EPS en plus petites sous-
unités monomériques ; perturbent les fimbriae et autres adhérences utilisées pour l'adhérence

cellulaire et la formation de biofilm, et inhibent les systémes de détection de quorum dans
diverses bactéries Gram- (Famuyide et al., 2019; Miller et al., 2022).

@
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5- Conclusion et perspectives

L’émergence de la multi-résistance bactérienne aux antibiotiques est un probleme complexe
qui menace les efforts médicaux et thérapeutiques dans le monde entier, en conséquence, des
tentatives par des chercheurs ont commencé pour trouver des solutions et des stratégies
alternatives de lutte contre ces bactéries. Parmi les stratégies les plus intéressantes; les plantes
médicinales. Pour cela, dans ce travail différents aspects de deux plantes ; les écorces de
Citrus limon et les graines de Peganum harmala, ont été étudiés en 1’occurrence; propriétés

phytochimiques, activités antioxydantes, antibactériennes et antibiofilm.

En effet, le criblage phytochimique a permis de détecter les principaux métabolites primaires
et secondaires dans ces plantes tels que les sucres, les polyphénols, les flavonoides, les tanins
et les alcaloides. La quantification de ces métabolites a révélé des teneurs considérables en
polyphénols totaux et en flavonoides totaux. Par ailleurs, les trois extraits des deux plantes ;
deux extraits EtOH et HE de C. limon, ont montré des propriétés antioxydantes intéressantes
par les deux méthodes DPPH et FRAP ; ou I’extrait EtOH des graines de P. harmala était le

plus puisant avec des valeurs plus proches de celles du standard ; acide ascorbique.

En outre, les trois extraits ont révélé une activité antimicrobienne remarquable sur les souches
testées en utilisant la méthode de diffusion sur gélose; ou I’extrait EtOH des graines de P.
harmala a constamment donné I’effet antimicrobien le plus efficace sur les bactéries a Gram
+ (S. aureus, Bacillus spp.), Gram — (E. coli, P. aeruginosa) et la levure C. albicans, alors
que la sensibilité de ces souches a I’extrait EtOH et I’HE des écorces de C. limon variait d’une
souche a I'autre. De plus, la combinaison des extraits EtOH des deux plantes a donné une
activité antimicrobienne moindre que celle de I’extrait EtOH des graines P. harmala tout
seul ; concluant que cette combinaison a négativement affecté le potentiel antimicrobien. Les
extraits obtenus ont également présenté une activité antibiofilm considérable avec des taux de
réduction de la formation du biofilm de S. aureus relativement élevés aux concentrations
maximales. L’extrait EtOH des graines de P. harmala a régulierement montré I’effet

antibiofilm le plus intéressant.

En tenant compte de ces résultats, on peut conclure que les écorces de C. limon et surtout les
graines de P. harmala sont des puissants candidats pour étre des alternatives efficaces aux
antibiotiques a long terme pour lutter contre les souches multirésistantes. Cependant, ces
résultats restent insuffisants et méritent d’étre plus approfondies pour estimer s'il est possible

d’utiliser ces plantes in Vvivo.
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Pour cela, nombreuses perspectives peuvent étre envisagees :
» Tester I’efficacité des extraits de ces plantes sur d’autres microorganismes pathogenes;
> Poursuivre les études sur les activités biologiques des espéces du genre Citrus et
Peganum dans le but d’améliorer des antibiotiques a partir des extraits de ces plantes ;
> Evaluer d’autres activités biologiques (anti-inflammatoire, anticancéreuse,
antidiabétique...) de ces extraits ;
> Déterminer le mode d’action et tester la toxicité de ces extraits in vivo pour mettre en

place des traitements naturels des maladies infectieuses mieux tolérés.
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Résumé

Les objectifs de la présente étude étaient le criblage phytochimique, le dosage colorimétrique
des composés phénoliques et 1’évaluation de quelques activités biologiques en 1’occurrence
anti-oxydante, antimicrobienne et antibiofilm des extraits éthanoliques (EtOH) de deux
plantes; les écorces de Citrus limon (C. limon) et les graines de Peganum harmala (P.
harmala), et de I’huile essentielle (HE) des écorces de C. limon. En effet, Le criblage
phytochimique par plusieurs tests qualitatifs basés sur les réactions de précipitation et/ou de
coloration a 1’aide des réactifs spécifiques, a révélé la présence de différents groupes
phytochimique dans les deux plantes ; en particulier les métabolites secondaires tels que les
polyphénols, les flavonoides, les tannins et les alcaloides. En outre, les deux extraits EtOH
des écorces de C. limon et des graines de P. harmala ont enregistré des valeurs considérables
du rendement de 1’ordre de 17,48 £ 0,73% et 15,84 + 0,22% respectivement, cependant I’HE
des écorces de C. limon, son rendement était négligeable; 0,32 + 0,03% seulement.
Ultérieurement, les teneurs en polyphénols totaux, en flavonoides totaux et en tanins
condensés ont été estimées par les méthodes de Folin-Ciocalteu, d’AlCI3 et de vanilline
respectivement. Les résultats obtenus ont révélé que les valeurs des polyphénols totaux ont été
significativement plus importantes de celles des flavonoides et des tanins; ou I’extrait EtOH
des écorces de C. limon possédait les teneurs les plus élevées en polyphénols et en
flavonoides (196,25 + 12,41 mg EAG/ g MS et 52,21 + 6,18 mg EQ/ g MS, successivement).
D’autre part, les quantités des tanins condensés ont été relativement plus élevées dans 1’extrait
EtOH des graines de P. harmala (4,74 + 0,05 mg EC/ g MS). Le méme extrait précédent ;
EtOH des graines de P. harmala, a développé I’activité antioxydante la plus forte en utilisant
les deux techniques; DPPH et FRAP, enregistrant la Clso et la CEsp les plus faibles (0,16 +
0,01 mg/ml et 0,76 + 0,05 mg/ml, respectivement). Par ailleurs, 1’activité antimicrobienne in
vitro des extraits obtenus et leur combinaison (extraits EtOH), évaluée par la méthode de
diffusion sur gélose a démontré des diametres d’inhibition intéressants contre les souches
microbiennes testées; S. aureus, Bacillus spp., E. coli, P. aeruginosa et C. albicans. Les
résultats obtenus ont révélé que les bactéries a Gram + étaient plus sensibles que les bactéries
a Gram - . De plus, les valeurs d’inhibition les plus élevées ont été également enregistrées par
I’extrait EtOH des graines de P. harmala avec des ZIs de 34 = 0,23 et 39 £ 0,00 mm a la
concentration de 200 mg/ml sur Bacillus spp. et C. albicans consécutivement, suivi par
I’extrait EtOH des écorces de C. limon ; qui a développé une activité antimicrobienne variable
sur les souches testées, et ’HE des écorces de C. limon qui a montré un effet antimicrobien
intéressant sur C. albicans avec une ZI égale a 26 £ 0,53 mm a la méme concentration de 200
mg/ml. Pareillement, la combinaison des extraits EtOH des deux plantes était moins efficace
que l’extrait EtOH des graines de P. harmala qui affirme que cette combinaison a
négativement affecté I’effet antimicrobien. Enfin, I’évaluation de I’activité antibiofilm par la
méthode de Cristal violet a révélé que I’extrait EtOH des graines de P. harmala a donné un
taux de réduction de la formation du biofilm de S. aureus plus elevé (79,33 £ 0,17%) que les
autres extraits étudiés. L’ensemble de ces résultats nous a permis de mettre en évidence
I’intérét des plantes médicinales, en particulier les espéces C. limon et P. harmala, dans la
prévention et le traitement des maladies infectieuses. Ces résultats peuvent étre aussi
considérés comme point de départ pour I’'usage de ces plantes et leurs extraits dans les efforts
thérapeutiques; notamment ’extrait EtOH des graines de P. harmala, comme des solutions
alternatives aux antibiotiques pour la lutte contre la résistance bactérienne et surtout le
développement des bactéries multi-résistantes ; menacant la santé humaine.

Mots clés: Citrus limon, Peganum harmala, huile essentielle, criblage phytochimique,
composés phénoligues, capacité antioxydante, activités antimicrobienne et antibiofilm.
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Abstract

The aims of the present study were the phytochemical screening, the colorimetric quantification
of phenolic compounds and the determination of the biological activities; antioxidant,
antimicrobial and antibiofilm of the ethanolic extracts (EtOH) of two plants; the peels of Citrus
limon (C. limon) and the seeds of Peganum harmala (P. harmala), as well as the essential oil of
C. limon peels. Thus, the phytochemical screening by several qualitative tests based on
precipitation and/or staining reactions using specific reagents revealed the presence of different
phytochemical groups in the two plants; in particular secondary metabolites such as polyphenols,
flavonoids, tannins and alkaloids. In addition, the yields of the two EtOH extracts of C. limon
peels and P. harmala seeds recorded considerable values equal to 17.48 £ 0.73% and 15.84 +
0.22% respectively, however for the essential oil of C. limon peels, the yield was negligible; 0.32
+ 0.03% only. Moreover, the contents of total polyphenols, total flavonoids and condensed
tannins were evaluated by Folin-Ciocalteu, AICIz and vanilline methods successively. Whereby,
the obtained results revealed that the values of total polyphenols were significantly greater than
those of flavonoids and tannins; where the EtOH extract of C. limon peels possessed the highest
contents of polyphenols and flavonoids (196.25 + 12.41 mg EAG/ g MS and 52.21 + 6.18 mg
EQ/ g MS successively). On the other hand, the quantity of condensed tannins was relatively
higher in the EtOH extract of P. harmala seeds (4.74 + 0.05 mg EC/ g MS). The same previous
extract; EtOH of P. harmala seeds, developed the most powerful antioxidant activity using both
techniques; DPPH and FRAP, recording the lowest ICsoand ECso (0.16 + 0.01 mg/ml and 0.76 +
0.05 mg/ml respectively). Furthermore, The in vitro antimicrobial activity of the obtained
extracts and their combination (EtOH extracts) evaluated by the diffusion method on agar
medium demonstrated interesting inhibition diameters against the tested microbial strains; S.
aureus, Bacillus spp., E. coli, P. aeruginosa, and C. albicans. The obtained results revealed that
Gram + bacteria was more sensitive than Gram — ones. Besides, The highest inhibition values
were recorded by the EtOH extract of P. harmala seeds (1Zs of 34 = 0.23 and 39 + 0.00 mm) at
the concentration of 200 mg/ml on Bacillus spp. and C. albicans, followed by the EtOH extract
of C. limon peels that developed a variable antimicriobial activity on the tested strains, then the
EO of C. limon peels that showed an interesting antifungal effect on C. albicans with an IZ equal
to 26 + 0.53 mm at the same concentration of 200 mg/ml. Similarly, the combination of the
EtOH extracts of the two plants was less efficient than the EtOH extract of P. harmala seeds
alone, which affirmed that this combination affected negatively the antimicrobial effect. Finally,
the evaluation of the antibiofilm activity by the Crystal violet method showed that the EtOH
extract of P. harmala seeds gave a higher rate of reduction in biofilm formation than the other
studied extracts (79.33 = 0.17%). All of these results allowed us to highlight the interest of
medicinal plants, in particular the species of C. limon and P. harmala in the prevention and the
treatment of infectious diseases. These results can also be considered as a starting point for the
use of these plants and their extracts in the therapeutic efforts; particularly the EtOH extract of P.
harmala seeds as alternative solutions to antibiotics to fight against bacterial resistance and
especially the development of multiresistant bacteria; menacing human health.

Key words: Citrus limon, Peganum harmala, Essential oil, phytochemical screening, phenolic
compounds, antioxidant capacity, antimicrobial and antibiofilm activities.
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Annexe 1 : Milieux de cultures et préparation des solutions chimiques

Gélose nutritive (GN) pH=7.2

Peptone. .. .o
Extrait de viande ...........c.ooiiiiiii
Chlorure de sodium .........cocoiiiiiiiiiiiiiiiieeean,
GElOSE .t
Eaudistillée..... ..o,

Stériliser par autoclavage a 121° C pendant 15 min.

Mueller Hinton (MH) pH=7.4

Infusionde viande ...............cooooiiiiii
Hydrolysat de caseine ...............cooeviiiiiiiiiiiiii .,

AmIdon de€ MATS ...ttt

Bau diStillEe . ... e e

Stériliser par autoclavage a 121° C pendant 15 min.

Bouillon nutritif

Peptone de viande.............cooiiiiiiiiiiii
Peptone de CasEine..........ooviiiniiiiiii e

Chlorure de SOdiUM . ... oot

pH final : 7.5+ 0.2 (a 37°C)
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Annexe 2 : Photosdes résultats du dosage et de I’activité antioxydante

Dosage des polyphénols totaux Dosage des flavonoides totaux
C. limon
P.
harmala
C. limon P. harmala
DPPH FRAP
EtOH
C. limon




EtOH
P. harmala
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HE
C. limon

Acide
ascorbique
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Annexe 3 : Photos de ’inhibition de formation de biofilm

Aspect des tubes aprés la coloration au cristal violet

.

Aspect des tubes apres 1’addition de la solution éthanol-acétone
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Résumé

Les objectifs de la présente étude étaient le criblage phytochimique, le dosage colorimétrique des composés
phénoliques et 1’évaluation de quelques activités biologiques en 1’occurrence antioxydante, antimicrobienne et
antibiofilm des extraits éthanoliques (EtOH) de deux plantes; les écorces de Citrus limon (C. limon) et les graines de
Peganum harmala (P. harmala), et de I'huile essentielle (HE) des écorces de C. limon. En effet, Le criblage
phytochimique par plusieurs tests qualitatifs basés sur les réactions de précipitation et/ou de coloration a 1’aide des
réactifs spécifiques, a révélé la présence de différents groupes phytochimiques dans les deux plantes ; en particulier les
métabolites secondaires tels que les polyphénols, les flavonoides, les tannins et les alcaloides. En outre, les deux
extraits EtOH des écorces de C. limon et des graines de P. harmala ont enregistré des valeurs considérables du
rendement de I’ordre de 17,48 + 0,73% et 15,84 + 0,22% respectivement, cependant I’HE des écorces de C. limon, son
rendement était négligeable ; 0,32 + 0,03% seulement. Ultérieurement, les teneurs en polyphénols totaux, en
flavonoides totaux et en tanins condensés ont été estimées par les méthodes de Folin-Ciocalteu, d’AlCI; et de vanilline
respectivement. Les résultats obtenus ont révélé que les valeurs des polyphénols totaux ont été significativement plus
importantes de celles des flavonoides et des tanins; ou 1’extrait EtOH des écorces de C. limon possédait les teneurs les
plus élevées en polyphénols et en flavonoides (196,25 + 12,41 mg EAG/ g MS et 52,21 + 6,18 mg EQ/ g MS,
successivement). D’autre part, les quantités des tanins condensés ont été relativement plus élevées dans I’extrait EtOH
des graines de P. harmala (4,74 £ 0,05 mg EC/ g MS). Le méme extrait précédent ; EtOH des graines de P. harmala, a
développé I’activité antioxydante la plus forte en utilisant les deux techniques; DPPH et FRAP, enregistrant la Clso et
la CEsy les plus faibles (0,16 + 0,01 mg/ml et 0,76 = 0,05 mg/ml, respectivement). Par ailleurs, I’activité
antimicrobienne in vitro des extraits obtenus et leur combinaison (extraits EtOH), évaluée par la méthode de diffusion
sur gélose a démontré des diamétres d’inhibition intéressants contre les souches microbiennes testées; S. aureus,
Bacillus spp., E. coli, P. aeruginosa et C. albicans. Les résultats obtenus ont révélé que les bactéries a Gram + étaient
plus sensibles que les bactéries & Gram-. De plus, les valeurs d’inhibition les plus élevées ont été également
enregistrées par ’extrait EtOH des graines de P. harmala avec des ZIs de 34 + 0,23 et 39 + 0,00 mm a la concentration
de 200 mg/ml sur Bacillus spp. et C. albicans consécutivement, suivi par ’extrait EtOH des écorces de C. limon ; qui
a développé une activité antimicrobienne variable sur les souches testées, et 'HE des écorces de C. limon qui a montré
un effet antimicrobien intéressant sur C. albicans avec une ZI égale a 26 £ 0,53 mm a la méme concentration de 200
mg/ml. Pareillement, la combinaison des extraits EtOH des deux plantes était moins efficace que I’extrait EtOH des
graines de P. harmala qui affirme que cette combinaison a négativement affecté 1’effet antimicrobien. Enfin,
I’évaluation de I’activité antibiofilm par la méthode de Cristal violet a révélé que I’extrait EtOH des graines de P.
harmala a donné un taux de réduction de la formation du biofilm de S. aureus plus élevé (79,33 + 0,17%) que les
autres extraits étudiés. L’ensemble de ces résultats nous a permis de mettre en évidence l’intérét des plantes
médicinales, en particulier les espéces C. limon et P. harmala, dans la prévention et le traitement des maladies
infectieuses. Ces résultats peuvent étre aussi considérés comme point de départ pour 1'usage de ces plantes et leurs
extraits dans les efforts thérapeutiques; notamment 1’extrait EtOH des graines de P. harmala, comme des solutions
alternatives aux antibiotiques pour la lutte contre la résistance bactérienne et surtout le développement des bactéries
multi-résistantes ; menacant la santé humaine.
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phénoliques, capacité antioxydante, activités antimicrobienne et antibiofilm.
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