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Résumé

Peganum harmala L. connu sous le nom de Harmel, est l'une des plantes les plus
utilisees en médecine traditionnelle pour ses vertus sedatives et comme emmeénagogue.
L'objectif de notre étude est I'estimation de la teneur en polyphénols et en flavonoide et
I’évaluation de D’effet antioxydante et anti-inflammatoire de l'extrait hydro-méthanolique
(EHm) et P’extrait éthanolique (EEt) des graines de Peganum harmala. Des méthodes
colorimétriques ont été utilisées pour quantifier les composés phénoliques, tandis que
I'activité antioxydante a été estimée in vitro par deux méthodes ; le teste de piégeage du
radical DPPH et la méthode de voltampérométrie cyclique (VC). L’évaluation de I’activité
anti-inflammatoire in vitro a été déterminée par la capacité de différents extraits d’inhiber la
dénaturation de la BSA. Les résultats ont montré que les graines de Peganum harmala L. sont
tres riches en polyphénols (EHm : 29.30 = 0.20 mg EAG/g extrait ; EEt: 3.20+ 0.1 mg
EAG/g extrait) et en flavonoides (EHm ; 28 + 0.30 mg EQ/g ; EEt : 5.20+ 0.030 mg EQ/g).
Le piégeage du radical DPPH et I’utilisation de la méthode voltampérométrie cyclique a
montré que les deux extraits de la plante étudiée présentent des propretés antioxydantes.
L’EHm est le plus actif avec 1Cso de 93.38 + 2.08 pg/ml (teste de DPPH). Concernant le teste
de VC, I’EHm a présente un ICsqg de 85.18 ul/ml, alors que la vitamine C montre un ICs, de
22.22 pl/ml. Les résultats obtenus aprés 1’évaluation de I'effet anti-inflammatoire in vitro des
extraits de graines de P. harmala L. montrent que les deux extraits inhibent la dénaturation de
la BSA. En conclusion, P. harmala L. pourrait étre une source potentielle des composés
bioactifs ayant un potentiel antioxydant et anti-inflammatoire.

Mots clés: Peganum harmala L, activité antioxydante, activité anti-inflammatoire,

voltampérométrie cyclique, polyphénols, flavonoides.



Abstract

Peganum harmala L. is known as Harmel, is one of the most plants used in traditional
medicine for its sedative properties and as an emmenagogue. The objective of our study is the
estimation of the content of polyphenols, flavonoid, the evaluation of the antioxidant and anti-
inflammatory effect of the hydro-methanolic extract (EHm), and the ethanolic extract (EEt) of
the seeds of Peganum harmala L. Colorimetric methods were used to quantify phenolic
compounds, while antioxidant activity was estimated in vitro by two methods; the DPPH
radical trapping test and the cyclic voltammetry (CV) method.

The assessment of anti-inflammatory activity in vitro was determined by the ability of
different extracts to inhibit denaturation of BSA. The results showed that the seeds of
Peganum harmala L. are very rich in polyphenols (EHm: 29.30 + 0.20 mg EAG/g extract;
EEt: 3.20 £ 0.1 mg EAG/g extract) and in flavonoids (EHm; 28 + 0.30 mg EQ/g extract; EEt:
5.20 £ 0.030 mg EQ/g extract). The trapping of the DPPH radical and the use of the cyclic
voltammetry method showed that the two extracts of the plant studied exhibit antioxidant
properties. EHm is the most active with an ICsp of 93.38 + 2.08 pg/ml (DPPH test). Regarding
the VC test, EHm represents an ICs of 85.18 ul/ml, while vitamin C shows an 1Csy of 22.22
ul/ml. The results obtained after the evaluation of the anti-inflammatory effect in vitro of
extracts of seeds of Peganum harmala L. show that the two extracts inhibit the denaturation
of BSA. In conclusion, P. harmala L. could be a potential source of bioactive compounds
with antioxidant and anti-inflammatory potential.

Key words: Peganum harmala L, antioxidant activity, anti-inflammatory activity, cyclic
voltammetry, polyphenols, flavonoids.
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Introduction

Introduction

Depuis des milliers d’années I’humanité a utilis¢ diverses plantes trouvées dans son
environnement, afin de traiter traditionnellement toutes sortes de maladies ce qu’on appelle
« la PHYTOTHERAPIE ».Ces derniéres représentent une source naturelle importante de
métabolites secondaires qui possédent une tres large activité biologique (Chevallier, 2001).

Malheureusement, les plantes sont considérées a tort comme non dangereuses, parce qu'
elles sont naturelles et les gens les utilisent dans des contextes trés variés et nombreux. en
2010, la fréquence des intoxications par les plantes représente 5.1% des cas totaux
d’intoxication. En France et en Belgique, elle représente environ 5% des intoxications, en
Italie 6,5%, en Suisse 7,2%, en Turquie 6%, et 3.2% selon I’association américaine des
centres antipoison (Rhalem et al., 2010).

Les remedes traditionnels utilisés sont, souvent, un mélange des plantes dont la
connaissance et les impératifs de préparation, de dosage et de consommation ne sont pas bien
maitrisés. Ainsi les plantes peuvent contenir des composeés chimiques puissants, responsables
d’effets indésirables et de toxicité (Khattabi et al., 2010). Il est donc indispensable
d’identifier les composés chimiques présents dans ces plantes et de déterminer la dose a
respecter lors de 1’utilisation afin d’éviter toute altération ou atteinte fonctionnelle humaine ou
animale, car mal doseées, les plantes qui ont le pouvoir de vie, peuvent aussi avoir un pouvoir
de mort.

C’est dans ce contexte, que s’inscrit la présente étude dont 1’objectif principal est
d'évaluer les activités biologiques d’une plante médicinale (Peganum harmala L) . Pour cela,
nous avons fixé les buts suivants :

v La détermination de la teneur en polyphénols et en flavonoides des différents

extraits obtenus a partir des graines de Peganum harmala.

v Evaluation des activités biologiques des graines de peganum harmala L

* Activités antioxydant par deux méthodes DPPH et la méthode de
voltampérométrie cyclique
* Activités anti-inflammatoires des extraits hydrométhanolique et éthanolique

de la plante
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1. Présentation de la plante Peganum harmala L.

1.1. Représentation de la plante

Peganum harmala L. est une plante herbacée glabre et pluriannuelle qui peut atteindre
70 cm de hauteur. Elle est caractérisée par des tiges trés rameuses et des feuilles divisées en
étroites laniéres (Fig. 1). Cette espece a plusieurs noms vernaculaires comme ‘Harmel ou
Harmal El sahari’ en Algérie et en Afrique du Nord, ‘Rue sauvage’ en France, ‘Africain rue
ou Syrian rue’ aux Etats-Unis et ‘Espand’ en Iran. Il s’agit d’une espéce qui pousse
spontanément dans les régions steppiques et semi-arides. Elle est native a I’ Afrique du Nord,
la région méditerranéenne, le Moyen Orient, I’Inde et Pakistan (Yousefi et al., 2009).

Figure 1: Les fleurs et les feuilles de la plante Peganum harmala L. (Weckesser, 2013).
1.2. Classification botanique
Peganum harmala L. appartient a la famille des Zygophyllaceae mais sa position
taxonomique est encore discutable et on a proposé une famille séparée Nitrariaceae pour ce
genre. La classification botanique de Peganum harmala L. selon Ozenda (1991) est le
suivant:
Embranchement : Spermatophytes
Sous embranchement : Angiospermes
Classe: Dicotylédones
Sous classe : Rosidae
Ordre : Sapindales
Famille : Zygophyllaceae
Genre: Peganum

Espece: Peganum harmala L.
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1.3. Etude phytochimique des graines de Peganum harmala L

a) Les alcaloides de Peganum harmala L

Les alcaloides sont des substances naturelles et organiques provenant essentiellement
des plantes et qui contiennent au moins un atome d'azote dans leur structure chimique, avec
un degré variable de caractere basique. lls sont synthétisés a partir des acides aminés tels que
la lysine, 1’ornithine, la tyrosine et le tryptophane (Bhat et al., 2005). Quelques structures
sont relativement simples, tandis que d'autres sont tout a fait complexes. L’espece de
Peganum harmala est trés riche en alcaloides indoliques (dérivés de 1’acide aminé
tryptophane) du type PB-carboliniques. Les plus importants sont 1’Harmaline, 1’Harmane,
I’Harmine et la Tetrahydroxyharmine (THH) (Kartal et al., 2003) (Fig. 2).

Les alcaloides de Peganum harmala L. sont doués de propriétés toxiques. Les
alcaloides peuvent provoquer une hypothermie permanente, des troubles respiratoires, des
vomissements, des maux de ventre, des hallucinations et des convulsions (Mahmoudian et
al., 2002 ; Frison et al., 2008), en inhibant la Monoamine Oxydase de Type A (MAO-A) et
I'acétylcholinestérase (AChE) (Tuliaganov et al., 1986 ; Kimet al., 1997).

Mannichike raction il

. , redicton
wing kel aid \  dcarbonylon .

]

hamie harmale Ieaydrobamine harman

Figure 2: Schéma général de biosynthése des alcaloides de la plante Peganum harmala L.
(Dewick, 2002).



Chapitre | : Synthese bibliographique

b) Les composés phénoliques

Les polyphénols sont des métabolites secondaires présents chez toutes les plantes
vasculaires (Lebham, 2005). L'élément structural de base est un noyau benzoique auquel sont
directement liés un ou plusieurs groupes hydroxyles, libres ou engagés dans une autre
fonction chimique (éther, méthylique, ester, sucre) (Bruneton, 1993). Les composés
phénoliques sont des molécules hydrosolubles présentes dans tous les végétaux. Ils participent
a la pigmentation des fleurs, des légumes et de quelques fruits (raisins, agrumes). Certains
d’entre eux sont responsables d’amertume et d’astringence (Adrian et Frangne, 1991 ;
Milane, 2004) (Tableau I).

Tableau I: Composition chimique des graines de Peganum harmala L

Métabolites Composition ) o o
) Molécules identifiées Références
secondaires %
) (Khashimov et al., 1969 ;
. B-carbolines
Alcaloides 5a10% ) ) Zharekeev et al., 1974;
Quinazolines
Kartal et al., 2003)
Flavonoides, )
] ) _ (EI Allagui et al., 2006 ;
Polyphénols 4.6% Quinones, Tanins, o
) Baghiani et al., 2012)
Coumarines
) (El Allagui et al., 2006;
Saponines ND NI

Farouk et al., 2009)
Acide linoléique,

o ] Kurachko et al., 1969 ;
Huiles fixes Acide linolénique, )
15.86% Agedilova et al., 2006;

palmitique, etc.
. , Farouk et al., 2009)
Terpenes et stérols

Caroténoides a-caroténe, c-caroténe (Kurachko et al., 1969)

0.7% . )
[-caroténe (Asilbekova, 2006)

ND: non déterminé ; NI : non identifié.

1.4. Utilisations traditionnelles de la plante

L’Harmel est largement employée en médecine traditionnelle comme un analgésique
(Mina et al., 2015) et comme une pommade pour le traitement les malades des rhumatismes,

aussi par fumigation de la plante seche sert a dissiper les troubles provoqués par le mauvais

ceil et traite les convulsions chez les enfants (Aouadhi, 2010).
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Peganum harmala L. est proverbial dans la médecine traditionnelle depuis les périodes
les plus courtes comme remede pour un éventail de plaintes (Shi et al., 2000). Un colorant
rouge obtenu a partir de ses graines est largement répandu en Turquie et en Iran pour la
coloration des tapis (Baytop, 1999). L’harmal a été traditionnellement employé pour traiter le
diabete dans la médecine folklorique de quelques régions du monde (Bnouham et al., 2002).
L’harmal a été employé par certaines populations pour traiter certains désordres de systéeme
nerveux tels que la maladie de Parkinson (Leporatti, 2009), en conditions psychiatriques
comme la nervosité (Gonzélez et al., 2010).

En médecine traditionnelle du Nord d’Afrique, Harmel est une véritable panacée
réputée traité la plupart des troubles. Quelques « recettes » recueillies au Maghreb pour
illustrer cette diversité d’emplois sont rapportées (Hammiche et al., 2013).

1.5. Activieé biologique de Peganum harmala L.

1.5.1. Effets antidiabétiques

Harmine est le principal alcaloide de P. harmala L. qui est impliqué dans I’effet
antidiabétique. Une étude a montré que ce composé régule l'expression du récepteur
Peroxysomes gamma Proliferator-Activated (PPARY), le principal régulateur de I'adipogenése
et la cible moléculaire des médicaments antidiabétiques, par inhibition de la voie de
signalisation (Waki et al., 2007).

1.5.2. Effets sur le systéme immunitaire

Les B Carbolines de P. harmala sont montrés des effets immunomodulateurs dans
plusieurs études (Wang et al., 1996 ; Farzin et Mansouri, 2006). Des extraits de cette plante
ont un effet anti-inflammatoire significatif via l'inhibition de certains médiateurs de
I’inflammation comme prostaglandine.

1.5.3. Effets antioxydants et anticancéreux

P. harmala L. présente une grande activit¢ antioxydante ceci s’explique par leur
richesse en polyphénols et en acides gras insaturés . De nombreuses études pharmacologiques
suggerent un effet antioxydant de P. harmala L. (Hamden et al., 2009). Plusieurs chercheurs
ont montré la cytotoxicité de différents extraits de P. harmala sur des lignées cellulaires

tumorales in vitro et in vivo (Chen et al., 2005).
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1.5.4. Effets antibactérien, antifongique, insecticide et antiparasitaire

Diverses études ont montré différents effets pharmacologiques comme antiparasitaires
(Akhtar et al., 2000; Astulla et al., 2008), antifongiques, antibactériennes (Saadabi, 2006 ;
Nenaah, 2010) et insecticides (Rharrabe et al., 2007) des alcaloides dérivés des graines de
P. harmala L.

1.5.5. Autre effect

Les graines de P. harmala L. sont des antispasmodiques, hypnotiques, émétiques,
alternants et narcotiques. La poudre des graines est recommandée en tant que vermifuge, et
les décoctions des graines et des feuilles sont donnés en cas de laryngite et du rhumatisme.
Les graines ont également une activité antitumorale significative et une toxicité cellulaire
importante réduisant la prolifération des souches cellulaires cancéreuses in vitro (Dube et al.,
2011). En plus des effets: hypoglycémiants et vasorelaxants, quelques autres activités
importantes qui ont été évaluées in vivo ou in vitro sont: ’activité antioxydante,
antibactérienne, antifongique, insecticide (Asgarpanah et Ramezanloo, 2012).

1.6. Activité anti-inflammatoire

1.6.1.Définition de I'inflammation

C’est la réponse des tissus vivants et vascularisés a une agression, est un phénomene
banal, quotidien, intervenant dans de nombreuses circonstances, pathologique ou non
(Barton, 2008; Stéphane, 2010).

1.6.2. Types de I’'inflammation

a) Inflammation aigue

L’inflammation aigue est la réponse immédiate de 1’organisme a un agent agresseur,
elle dure de quelques jours a quelques semaines et peut-étre divisées en trois grandes phases;
une phase vasculaire immédiate; une phase cellulaire consécutive et une phase de résolution et
de cicatrisation (Charles et al., 2010).

b) Inflammation chronique

L’inflammation chronique est une inflammation prolongée, définie par la présence de
cellules immunitaires. Elle peut durer plusieurs semaines voire plusieurs années (Charles et
al., 2010). Elle se manifeste histologiquement par la présence de lymphocytes et de

macrophages, entrainant une fibrose et une nécrose tissulaire (Iwalewa et al., 2007).
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1.7. Activité antioxydante

1.7.1. Stress oxydant

Les radicaux libres, les especes réactives d’oxygéne (ERO), le stress oxydant et
antioxydants deviennent des termes de plus en plus familiers pour les professionnels de la
santé et méme pour le grand public. Le stress oxydant est la résultante d’un déséquilibre entre
la production de radicaux libres et les systemes de defenses antioxydants (Fendri et al.,
2006). Ce déséquilibre peut se produire quand le systeme de déeense antioxydant est surmené
par I’augmentation des oxydants ou lorsque les défense sont affaiblies par une carence
d’apport et/ou de production d’antioxydants (Kirschvink et al., 2008).

1.7.2. Les radicaux libres

L’oxygene est un ¢lément indispensable a la vie de tous les organismes aérobies, parce
qu‘il permet de produire la majorit¢é de 1’énergie chimique en oxydant les substances
organiques dans leurs mitochondries. Cependant, I’oxygeéne peut étre une source d’agression
pour ces organismes qui convertissent une partie de cet élément en métabolites hautement
réactifs : les radicaux libres, qui peuvent étre d’origine endogéne ou encore exogeéne (Pandey
et Rizvi, 2011 ; Kalam et al., 2012). Il ya plusieurs conséquences moléculaires du stress
oxydatif: L’oxydation des lipides; l'oxydation des proteins; L'oxydation d’ADN; l'oxydation
des glucides.

1.7.3. Les antioxydants

Les antioxydants sont des molécules ayant la capacité de neutraliser des radicaux libres
qui sont responsables de nombreuses maladies. Ces molécules sont des composés qui inhibent
ou retardent le processus d’oxydation en bloquant I’initiation ou la propagation des chaines de
réactions oxydatives (Behera et al., 2006).

1.7.4. Les maladies liées au stress oxydant

De nombreuses études, tant épidémiologiques que cliniques, indiquent que le stress
oxydant est potentiellement impliqué dans le développement de plus d’une centaine de
pathologies humaines différentes allant de 1’athérosclérose au cancer tout en passant par les
maladies inflammatoires, cardiovasculaires, neurodégénératives et le diabete. Le rble du stress
oxydant a été également évoqué méme dans des processus physiologiques tel que le vieillisse
(Pincemail et al., 1999).
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2. Donnés toxicologiques

Malgré les nombreux rapports d’intoxication humaine et animale enregistrés suite a
I’ingestion de P. harmala L, cette plante a été largement utilisee en medecine traditionnelle,
en tant qu’agent abortif emménagogue, narcotique antihelminthique, antispasmodique, et dans
certains cas des rhumatismes, d’asthme et du cancer (Duke, 2002).

Les alcaloides de Peganum harmala L. sont doués de propriétés toxiques. Ills
provoquent des problémes d’empoisonnement chez 1’homme ainsi que chez les animaux
notamment les chameaux et les brebis, qui mangent cette plante en grande quantité comme un
fourrage dans les périodes de sécheresse. Les alcaloides peuvent provoquer une hypothermie
permanente, des troubles respiratoires, des vomissements, des maux de ventre, des
hallucinations et des convulsions (Mahmoudian et al., 2002 ; Frison et al., 2008), en
inhibant la MAO-A et ’AChE (Tuliaganov et al., 1986 ; Kim et al., 1997). Dans la plupart
des cas, les animaux intoxiqués meurent, généralement, 36 a 38 heures apres 1’apparition des
premiers signes d’intoxication du systéme nerveux central et systeme nerveux peripherique.
Selon la fréquence et la durée de I’exposition ou I’administration du toxique, on peut
distinguer plusieurs formes de toxicité : la toxicité aigué et la toxicité a terme : subaigué et
chronique.

2.1. Toxicité aigué

La toxicité aigué englobe tous les phénomeénes spécifiques et les signes adverses, qui se
manifestent juste aprés 1’exposition de 1’organisme a une prise unique ou plusieurs prises trés
rapprochées d’un agent chimique. L’effet toxique aigu est généralement considéré comme un
effet qui se produit immédiatement ou dans les premiers jours aprés 1’exposition (LeBlanc,
2010).
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La dose létale 50 (DL50) une fagon pratique de caractériser et classer la toxicité d’une
substance consiste a déterminer sa DL50. Celle-ci désigne la dose d’une substance qui peut
causer la mort de 50% d’une population animale dans des conditions d’expérimentation
précises (Lapointe, 2004). De ce fait, la mesure de la DL50 peut établir un classement pour
ces substances : plus qu’elle est faible, plus que la substance est toxique et I’inverse est juste
(Tableau I1).

Tableau 11: Echelle de la classification des substances toxiques chez les rongeurs  selon
Hodge et Sterner (Frank, 1992).

DL50 Indice de toxicite
Jusqu'a 1mg/kg Extrémement toxique
1 a 50mg/kg Hautement toxique
50 & 500mg/kg Modérément toxique
500 a 5000mg/kg Légerement toxique
5000 a 15000mg/kg Presque pas toxique
Plus de 15000mg/kg Relativement inoffensif

Cependant, la DL50 a une valeur trés limitée, car il ne concerne que la mortalité et ne
donne aucune information sur les mécanismes en jeu et la nature des 1ésions. Il s’agit d’une
appréciation grossiére et préliminaire (premiere analyse) qui peut étre influencée par plusieurs
facteurs tels que 1’espéce animale, le sexe, 1’age, le moment de traitement, etc. (Lapointe,
2004).

2.2. La toxicité subaigué et chronique

Certains effets néfastes peuvent prendre plusieurs semaines ou de nombreuses années
avant d’étre diagnostiqués et éventuellement se révéler irréversibles (exemple
Neurotoxicité de ’hexane). L’évaluation de la toxicité aigué d’une substance ne permet pas
de prédire ce type de toxicité. Des études destinées a évaluer la toxicité subaigué et chronique
doivent donc étre effectuées (Reichl, 2004).

2.2.1. Latoxicité subaigué

Due a l'exposition répétée a une dose du toxique, qui ne cause aucune toxicité aigué
évidente, pendant une période assez prolongée mais a condition de ne pas constituer une
partie significative de la vie de l'espece examinée. Dans les essais de la toxicité subaigué,
I’administration orale entre 28 et 90 jours chez le rat (ou bien la souris) ou le chien,

respectivement, serait typique (Hodgson et Cunny, 2010).
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2.2.2 Latoxicité chronique

Utilis¢ pour décrire 1’ensemble des effets cumulatifs, beaucoup plus insidieux et
irréversibles, apparus aprés une longue période d’exposition ou d’administration de trés
faibles doses de I’agent chimique en question (Hodgson et Cunny, 2010). Ces doses sont
assez petites qu'aucun effet aigu n'est manifesté, alors que la durée de I’administration forme
une partie significative de vie de l'espéce mise en expérience (plus 90 jours chez le rat et la
souris).

3.3. Manifestation toxique dans ’organisme

Les substances toxiques ne produisent pas des effets avec la méme intensité sur tous les
organes. Celui-ci dépond de nombreux facteurs, y compris 1’importance de 1’organe et la
quantité des substances toxiques et/ou des métabolites réactifs qu’il contient. Des organes tels
que le rein et le foie sont bien approvisionnés avec le sang et sont métaboliquement actifs,
parce qu’ils ont un role important dans la biotransformation et 1’excrétion des toxiques. Ces
organes sont appelés organes cibles puisqu’ils sont plus vulnérables et plus exposés aux
toxiques que les organes ou les tissus mal irrigués ou métaboliquement moins actifs tels que
la peau et I’os (Timbrell, 2000 ; Lapointe, 2004).

> Le foie

Le foie est un organe essentiel du corps puisqu'il traite I'élimination des toxines de tout
l'organisme. Lorsqu’il est sain, il constitue une véritable petite usine de transformation
chimique, qui préserve le corps en le purifiant et protége le systeme immunitaire du risque de
surcharges. De plus, il constitue 1’¢lément fondamental du maintien d’un métabolisme
équilibré et donc du contrdle du poids (Lukas H, 2013).

L’ensemble des atteintes toxiques généralement figurés au niveau hépatique sont
regroupés sous le mot I’hépatotoxicité. Ces atteints dépend fréquemment de la nature du
toxique, la sévérité de I’intoxication, et ainsi du type d’exposition (aigu€ ou chronique) :
Stéatose, les Heépatites aigus (Nécrose, Fibrose, Cytolyse, Choléstase), les Hépatites
chroniques (Cirrhose), ainsi que les dommages vasculaires, biliaires et tumorales (Wallace et
Meyer, 2010).
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1. Matériel

1.1. Matériel végétal

Les graines de P. harmala L. sont récoltées au mois de Juillet- aolt, période de
maturation, dans la région d’Ain Wolman wilaya de Sétif, Ain Wolman est situé au sud de de
Sétif, qui se caractérise par un climat semi-aride sec, ils ont été nettoyés des impuretés,
ensuite broyés a l'aide d'un mortier en poudre moyennement fine, a partir du laquel le des
différents extraits ont été préparés (Fig. 3).

Figure 3 : Les grains de Peganum harmala L. (Asgarpanah et Ramezanloo, 2012)

1.2. Produits chimique

Les produits chimiques utilisés dans notre étude sont ; Méthanol, Trichlorure d'aluminium
(AICI3), Folin-Ciocalteu, Carbonate de sodium (NayCOgs), acide gallique (C7HsOs),
quercétine, acide ascorbique, Chloroforme (CHCI3), chlorure de  sodium
(NaCl) ,Dihydrogéno-phosphate  de  Sodium  (NaH,PO,), DPPH (2,2-Diphenyl-1-
picrylhydrazyl), Acide Chlorhydrique (HCI), Albumine De Sérum Bovine (BSA) ,

Diclofénac.

2. Méthodes

2.1. Preparation des extraits des graines de P. harmala L.

Les graines de Peganum harmala L. ont été nettoyées des impuretés, lavées avec de
I’eau de robinet et séchés a 1’abri de la lumiére pendant quelques jours, ensuite broyés a I’aide
d’un mortier en poudre moyennement fine, a partir de laquelle des différents extraits ont été
préparés.

» L’extrait hydro-méthanolique (EHm)
L’extrait hydro-méthanolique a été effectué selon le protocole d’extraction décrit par
Markham (1982) avec quelques modifications. La poudre des graines (50 g) est soumise a
une extraction par macération dans le mélange méthanol /eau (85 /15 : v /v) sous agitation
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douce pendant 72 heures avec renouvellement de solvant chaque 24 heures a température
ambiante et a I’abri de la lumiere. Aprés filtration sur coton hydrophile, puis a travers le
papier Wattman N°3. Les filtrats sont recombinés puis évaporés par un rotavapeur (BUCHI)
presque a sec et les résidus finaux ont été mis a sécher dans une étuve a 45°C, jusqu’a

I’obtention d’un extrait sous forme de poudre conservée a 4°C jusqu’a son utilisation (Fig. 4).

50 g de matériel végétal sec

!

Addition de méthanol 85% et eau 15 %

!

Macération pendant 72 h avec renouvellement de solvant chaque 24h

|

Filtration sur coton hydrophile

I

Filtration papier Wattman N°3

I

L’évaporation par le rotavapeur

I

Séchage dans I'étuve a 45°C

!

L’extrait hydrométhanolique brut

Figure 4 : Protocole de préparation d'extrait hydro-méthanolique des graines de Peganum

harmala L.
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» L’extrait éthanolique (EEt)
Une masse de 11 g de la poudre obtenue est macérée dans 50 ml d’éthanol pendant une
durée de 8 h sous agitation magnétique a température ambiante. Aprés filtration, 1’extrait
éthanolique est séché et conservé jusqu’son utilisation.

Les rendements ont été calculés en utilisant la formule suivante déterminée par le

rapport : % Rendement = (MaSSe€ extrait obtenu/ MaSSE 1a matiére végétale seche) X100

2.2. Dosage des composées phénoliques

2.2.1. Dosage des polyphénols totaux

La quantification de ces métabolites est effectuée selon plusieurs méthodes analytiques.
La méthode la plus utilisée est celle de Folin-Ciocalteu.

a) Principe

Le réactif Folin-Ciocalteu est constitué d’un mélange d’acide phosphotungstique
(H3PW12049) et d’acide phosphomolybdique (H3PMO1,040). L’oxydation en milieu alcalin du
réactif Folin-Ciocalteu par les groupements oxydables des composés phénoliques conduit a la
formation d’un mélange d’oxyde bleu. L’intensité de la coloration produite, qui a une
absorbance maximale a 765 nm est proportionnelle a la quantité des polyphénols présents
dans I’extrait analysé (Georgé et al., 2005).

b)  Protocole

Les polyphénols ont été déterminés en spectrophotométrie, en suivant le protocole
réalisé par Li et al., (2007). Brievement, 500 ul du réactif Folin-Ciocalteu (dilué & 10% dans
de I’eau distillée) sont ajoutés a 100 ul d’extrait avec des concentrations bien déterminées.
Quatre minutes aprés, 400 ul d’Na,CO; (75 mg/ml), sont additionnées au mélange
réactionnel. Aprés une incubation de 2 heures a température ambiante et a 1’abri de la lumicre,
I’absorbance est lue a 765 nm.

La droite d’étalonnage est réalisée par 1’acide gallique (0-160 pg/ml), en suivant les
mémes étapes de dosage. Les concentrations des composés phénoliques sont déterminées a
partir de la droite de régression de la courbe d’étalonnage. Les résultats sont exprimés en
milligramme équivalent d’acide gallique par gramme d’extrait (mg EAG/ g extrait).

2.2.2. Dosage des flavonoides

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

La formation d’une liaison covalente entre le trichlorure d’aluminium et les
groupements hydroxyles (OH) des flavonoides produise un complexe de couleur jaune ayant
une absorbance maximale a 430 nm (Ababsa, 2009).

b)  Protocole

A 1 ml d’échantillon, 1 ml de la solution d’AlCl; (2% dans de I’méthanol) est ajouté.
Apres 10 min d’incubation, a température ambiante et a I’abri de la lumiére, les absorbances
sont mesurées par le spectrophotométre a 430 nm. Toutes les manipulations sont répétées 3
fois. Les résultats sont exprimés en milligramme équivalent de Quercétine par gramme
d’extrait (mg EQ/ g extrait)

2.3. Activités biologiques de la plante

2.3.1. Evaluation de I’activité antioxydante

Pour évaluer I’effet antioxydant des extraits de P. harmala L, deux techniques ont été
réalisées : en utilisant la méthode de piégeage de radical 2.2'-diphényl-1-picrylhydrazyl
(DPPH) et par la méthode d’électrochimie.

a. Effet piégeur des extraits contre le radical DPPH

» Principe

L’activité anti-radicalaire des extraits obtenus a partir des graines de P. harmala est
évaluée en mesurant leur capacité de piéger le radical DPPH. La réduction du radical DPPH,
ayant une couleur violet foncée, par les groupements hydroxyles des antioxydants présents
dans les extraits, conduisant a la formation d’un composé stable d’une couleur jaune. La
couleur violet foncée, mesurable a 517 nm, est inversement proportionnelle a 1’activité anti-
radicalaire de I’extrait (Locatelli et al., 2010).

»  Protocol

Dans des tubes secs, on a introduit 1.5 ml de la solution de I'extrait a tester de chaque
concentration déja préparée, on ajoute 0.5 ml de solution au DPPH (0.004%). Aprés agitation,
les tubes sont placés a I’obscurité, a la température ambiante pendant 30 minutes. La lecture
de I’absorbance est faite par un spectrophotometre a 517 nm contre un blanc préparé pour
chaque concentration. Le test est réalisé en triplicata. Le pourcentage de piégeage du radical
DPPH est calculé selon 1’équation suivante :

Activité anti-radicalaire (%) = [(A controle — A extrait) / A controle] X 100

A controle - @bsorbance du contrdle (solution du DPPH sans extrait).

A extrait - absorbance en présence d’extrait.
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b. Meéthode de la voltampérométrie cyclique (VC)

Le superoxyde (O,°") est un radical libre formé par la réduction du dioxygéne (02), et il
est considéré le plus dangereux parmi tous les radicaux oxygenes (ERO) car il a une demi-vie
plus longue et il peut générer d’autres radicaux nuisibles tels que le radical hydroxyle. La
voltampérométrie cyclique a récemment servi a déterminer 1’activité antioxydante vis-a-vis de
ce radical en se basant sur la génération électrochimique de 1’0O,°* par la réduction de 1’0,
dissous dans des solvants convenables.

» Principe de VC

Le principe général de la voltampérométrie est I’obtention d’une réponse a I’excitation
responsable de la réaction électrochimique désirée. Cette opération est réalisée en effectuant
un balayage de potentiel. On obtient alors un voltampérogramme cyclique, qui représente la
réponse courant en fonction du potentiel appliqué.

Les unités de bases d’un analyseur voltampérométrique sont :

Une cellule électrochimique

Trois électrodes : ET ; électrode de travail, ER ; électrode de référence et Eaux : électrode

auxiliaire (contre électrode).

Un_circuit électronique ; appelé potentiostat, permettant de modifier le potentiel et

d’enregistrer le courant.

Electrolyte support : son choix se base sur les propriétés suivantes : Il doit étre assez soluble

dans les solvants d’étude, pour assurer une bonne conductibilité a une concentration de
minimum 50 a 100 fois plus grande que celle de I’espece électroactive ; la force ionique
demeure constante, et la contribution de I’espece €lectroactive du courant de migration est
négligeable ; il ne doit pas interagir chimiquement avec les composés étudiés ni avec leurs
produits de réduction.
Solvant : il ne doit étre ni oxydable, ni réductible dans le domaine du potentiel exploré,
posséde une bonne stabilité thermique, solubilise les especes électroactives et 1’électrolyte
support, ne doit pas étre trop visqueux et volatil pour éviter les variations de concentration
pendant les mesures.
»  Mode opératoire et conditions de travail

L’¢étude de voltampérométrie cyclique (VC) est assurée par un Voltalab 40 modeles
PGZ301 (Radiometer Analytical) potentiostat/ galvanostat) relié a une cellule électrochimique
a trois électrodes : une électrode en carbone vitreux de diametre 2 mm, plaque de platine de
surface 1,2 cm? comme contre-électrode et une électrode au calomel saturée (ECS) comme

électrode de référence. Le tout est piloté par un micro-ordinateur doté d’un logiciel Ec-Lab,
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version 10.11. L électrode de travail est polie avant chaque manipulation en utilisant le papier
abrasif p4000, ensuite rincée avec I'eau distillée et essuyée avec du papier absorbant (Fig. 5).

Figure 5 : Montage expérimental utilisé pour les mesures voltampérométriques.

La réaction entre les diverses molécules et I’anion superoxyde (O,°") est effectuée dans
une cellule électrochimique remplie de 10 ml d’une solution contenant 1’électrolyte support
(TBUNPF6, 0.1 mol.L™) dissous dans ’acétonurie ; cette solution est soumise au barbotage
par I'oxygene pendant 5 min. Le voltampérogramme de 1’oxygene est enregistré a une vitesse
de balayage de 50 mV/s, la gamme de potentiel était de 0 a -1.5 V / ECS et a température
ambiante. L’activité de piégeage du radical super oxyde est vérifiée par 1’addition successive
de 0.1 ml de la solution de chaque compose, les voltampérogrammes sont ensuite enregistrés
dans les mémes conditions expérimentales.

2.3.2. Evaluation de I'effet anti-inflammatoire in vitro

a) Principe

L'effet anti-inflammatoire in vitro des différents extraits de Peganum harmala L. est
déterminé en utilise le test d'inhibition de la dénaturation du Albumine De Sérum Bovine
(BSA) selon le protocole de Williams et al . (2002). Bri¢vement 500 pl du 0.2% du BSA
prépare prealablement dans un tampon tris-Hcl a été ajusté a pH 6,3 sont ajoutés a 500 ul des
différentes concentrations de I’extrait (250 pg/ml), ce mélange est incube a 37°C pendant 20
min puis 65°C pendant 10 min aprés refroidissement, les absorbances sont mesurées a 660 nm
et le pourcentage d'inhibition est calculé en utilisent I'équation suivante :

%d'inhibition = [(A contrdle — A teste) / A controle] x 100
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Chapitre 11 : Matériel et méthodes

Analyse statistique

Les résultats sont exprimés en moyenne £+ SD et moyenne = SEM de mesures en triple.
Le logiciel GraphPad Prism (version 8.00) a été utilisé pour I'analyse statistique. Les données
ont été analysées a l'aide du test t de Student et de I'analyse unidirectionnelle de la variance

(ANOVA), suivis du test de Dunnett pour une comparaison multiple. Les différences ont été
considérées comme significatives a p<0,01.
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Chapitre 111 : Résultats et discussion

1. Résultats

1.1. Rendement d’extraction

2. Les résultats montrent que le rendement d’extrait hydrométhanolique est la plus élevé

(21.53 £2.02 %) comparant a celui de I’extrait ethanolique (10.50 £ 1.30 %).

Tableau 11 : Rendement d’extraction de ’extraits éthanolique et hydro-méthanolique.
Extrait Ethanolique (EEt) Hydro-méthanolique (EHmM)
Rendement (%) 10.50 £ 1.30 % 21.53 +2.02 %

1.2. Teneur des composées phénoliques
1.2.1. Teneur en polyphénols totaux
La concentration des polyphénols totaux est déterminée par la méthode de Folin-
Ciocalteau, a partir d’une courbe d’étalonnage utilisant 1'acide gallique comme standard, la
quantité de polyphénols totaux a été exprimée en mg EAG/g d’extrait. En plus de sa
sensibilité, cette méthode de dosage présente une reproductivité puisque 1’absorbance est

étroitement corrélée a la concentration de 1'acide gallique utilisée dans la gamme d’étalonnage

(Fig. 6).
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Figure 6 : Droite d’étalonnage de 1’acide gallique.
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La teneur en polyphénols d’extraits éthanolique et hydro-méthanolique sont représenté
dans (Fig.7).
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Figure 7 : Teneur en polyphénols des extraits de Peganum harmala L.

A partir de ces résultats, on remarque que 1’extrait hydro-méthanolique est la plus riche
en polyphénols (29.30 = 0.20 mg EAG/g d'extrait) que 1’extrait éthanolique (3.20 £ 0.1 mg
EAG/g d'extrait).

1.2.1. Teneur en flavonoides

Le dosage des flavonoides a été réalisé par la méthode de trichlorure d’aluminium
(AICI3). La teneur en flavonoides est exprimée en mg EQ /g d’extrait. En utilisant les valeurs
des absorbances obtenues par les différentes concentrations de Quercétine, ainsi préparées

nous avons tracé la courbe d’étalonnage selon les résultats obtenus (Fig. 8).
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Figure 8 : Droites d’étalonnage de la Quercétine.
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La teneur en flavonoides de différents extraits de Peganum harmala L. sont présentés

dans la figure 9.
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Figure 9 : Teneur en flavonoides des extraits de Peganum harmala L.

Les résultats de dosages des flavonoides ont révélé que 1’extrait hydro-méthanolique est
plus riche en flavonoides (28+0.30 en mg EQ /g d’extrait) que [’extrait éthanolique
(5.20+0.030 en mg EQ /g d’extrait).

1.3. Activité biologique des extraits de Peganum harmala L.
1.3.1. Activité antioxydante

» Effet piégeur envers le radical DPPH

L’activité anti-radicalaire des extraits obtenus a partir des graines de Peganum harmala
L. a été faite en comparaison avec celle d’autres antioxydants tels que ’acide ascorbique. Ce
parametre est défini comme étant la concentration efficace de 1’extrait capable de pieger 50%
des radicaux DPPH dans le mélange réactionnel, plus la ICsq est faible est plus I'antioxydant
est puissant. L’acide ascorbique, c’est un antioxydant de référence présente un pourcentage
d’inhibition trés important du radical DPPH a des concentrations tres faibles.

D’apreés les résultats on remarque que les différents extraits de Peganum harmala L.
(EEt et EHm) capable de piéges les radicaux DPPH avec des ICs; (61.64 + 1.26 pug/ml), EHm
(93.38 + 2.08 pg/ml) est reste toujours inférieure a celles de standard Vit C (1.009 £ 0.02
pg/ml) (Fig. 10). Le % d’inhibition des radicaux DPPH est présenté dans la figure 11.
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Figure 10 : L’effet piégeur du radical DPPH par les extraits des graines de P. harmala L. et
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le standard (acide ascorbique).
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Figure 11 : L’inhibition du radical libre DPPH en fonction de la différente concentration de
I’extrait de P. harmala L. A : Vit C, B : Extrait hydro-méthanolique. C : Extrait éthanolique.
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» Comportement électrochimique d’oxygéne en présence de ’EHm et la vit C

Les voltamépérogrammes cyclique de réduction de I’oxygéne sont enregistré en

présence des déférentes concentrations des extraits EHm et vitamine C (Fig. 12).
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Figure 12 : Voltampérogrammes cycliques montrant l'effet de la présence de différents
volumes de I’extrait EHm et la vitamine C sur I’oxygeéne.

La voltampérométrie cyclique est utilisée pour déterminer I’effet antioxydant de
I’extrait sur I’oxygene. La réduction de 1’oxygeéne conduit vers la formation du radical
superoxyde O”*” selon : O+ 1e 20,"”

La formation du radical O,* dépend du milieu électrolytique, puisque la présence d’un
systeme enzymatique (extrait) dans la solution électrolytique influée sur la quantité du radical

0,*" formé, ceci est dii a I’interaction entre les molécules de ’extrait et la molécule de
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L’oxygeéne, cette interaction augmente avec l’augmentation du pouvoir antioxydant de
I’extrait.

Les résultats obtenus révelent que I’extrait EHm ou la vitamine C exhibent une
interaction importante entre la molécule de I’oxygene et les molécules de 1’extrait ou la
molécule de la vitamine C, ce qui est traduit par une diminution proportionnelle du courant
cathodique. Le pourcentage d’interaction ou d’inhibition de la molécule d’oxygeéne avec

I’extrait EHm ou la vitamine C est calculé en utilisant I’équation suivante (Fig.13):

ipcO—ipc

IC % = —
ipcO

x 100 %

IC%: le pourcentage d’interaction ou d’inhibition.
IpC, : intensité du courant cathodique de I’oxygeéne sans extrait.

ipc : intensité du courant cathodique de I’oxygéne avec un volume de I’extrait (pl).
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Figure 13 : Courbes représentant les variations du pourcentage d’inhibition en fonction des

volumes des composés EHm et la vitamine C.
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Chapitre 111 : Résultats et discussion

L’activité antioxydante est évaluée par la valeur 1Csq calculée a partir des courbes de la
variation du pourcentage d’inhibition en fonction des volumes ajoutés. Les valeurs 1Cs
obtenues sont regroupées dans le tableau suivant (Tableau V).

Tableau V. Les valeurs IC50 calculées par la technique électrochimique de

voltampérométrie cyclique

pl/25mi pl/ml
EHm 2129,61 88,18
Vitamine C 555,61 22,22

» Comparaison des résultats de I’activité antioxydant obtenus par les méthodes
DPPH et électrochimique

Conformément a ce que nous avons fixé comme objectifs a réaliser, ce travail nous a
conduit a valoriser I’activité biologique des extraits éthanolique et hydro-méthanolique des
grains de Peganum harmala. L’évaluation in vitro de I’activité antioxydante des molécules a
été réalisée par deux techniques ; le piégeage du radical libre DPPH et la voltampérométrie
cyclique (VC).

Les resultats obtenus par la méthode DPPH révelent clairement que tous les extraits
testés sont des agents piégeurs des radicaux libres et qu’ils exercent un effet antioxydant mais
restent toujours inférieurs a celle du standard ; I’acide ascorbique.

Tableau V : Les valeurs ICs, calculées par les méthodes DPPH et la voltampérométrie

cyclique.
IC 50 par DPPH (pg/ml) IC 50 par VC (ul/ml)
EEt 61,64 /
EHmM 93,38 70,35
Acide ascorbique 1,009 22,22
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Chapitre 111 : Résultats et discussion

1.3.2 Activité anti-inflammatoire

Pour évaluer ’effet anti-inflammatoire in vitro de P. harmala, la capacité de différent
extrait d’inhiber la dénaturation de la BSA a ¢été estimée. Les résultats obtenus montrent que
I’EHm posséde un effet inhibiteur vis-a-vis la dénaturation de la BSA. Cette inhibition est
statistiquement similaire a celle de l'anti-inflammatoire de référence (Diclofénac) a la méme
concentration, qui exprime un pourcentage d'inhibition de de 74.42 + 0.46 % a une
concentration de 250 pg/ml. Cependant, les pourcentages d'inhibition obtenus avec les extraits
de graines de P. harmala L. aux concentrations de 250 pg/ml sont de 65.53 £ 0,74 % et de

54.76 = 0,50 % pour EHm et EAQ, respectivement (Fig. 14).

80 —
ns
= |
= 60—
[ =]
[==]
= a0
i —]
=
= 20—
-
=
o — T
=
<S*

Extrait (ug/ml)

Figure 14 : Effet anti-inflammatoire des extraits de P. harmala et de standard (diclofénac) in

vitro. Chaque valeur représente la moyenne de trois tests £ SEM.
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2. Discussion

Une plante médicinale c’est une plante utilisée pour ses propriétés thérapeutiques. Cela
signifie qui ‘au moins une de ses parties (feuille, tige et graine) elles sont utilisees depuis au
moins 7000 ans avant notre ére par I’homme elles sont a la base de phytothérapie. Elle est
connue sous les noms de « harmel ». |l est I'une des plantes les plus utilisées en médecine
traditionnelle a des fins rituelles, magiques, prophylactiques et surtout thérapeutiques
(Bellakhdar, 1997 ; Sincich, 2002).

Peganum harmala est riche en substances bioactives parmi ces substances on trouve les
alcaloides, polyphénols et flavonoides a partir I’extraction des graines de Peganum harmala
(Kar, 2007). Les résultats obtenus apres ’extraction indiquent que cette plante contient une
teneur remarquable de composés extractibles EHm (21.53 + 2.02 %) et d’EEt (10.50 + 1.30
%). D’apreés Khali et al. (2013) divers solvants ont été utilisés pour 1’extraction des principes
actifs, englobant 1’eau, I’acétone, 1’éthanol et le méthanol. Puis ils ont montré que la
macération est la meilleure méthode pour D’extraction des polyphénols totaux et des
flavonoides. En outre, lls sont résumés que I’éthanol et 1’acétone sont préférables pour
I’extraction de ces biomolécules. Il est important de souligner que la méthode utilisée (le
choix des solvants), ainsi que les conditions dans lesquelles I’extraction a été effectué (a
chaud ou a froid), affectent le contenu total, par conséquent, les activités biologiques mediées
par ces metabolites (Lee et al., 2003). L’extraction par les solvants organiques est souvent la
méthode la plus pratiquée pour la préparation des extraits de plantes. D’aprés Sahreen et al.
(2010) ont montré que le méthanol et 1’eau ainsi que leur mélange a différents pourcentages
sont les solvants les plus utilisés pour une meilleure récupération de composés phénoliques.
Le méthanol (CH3OH) et I’éthanol (CH3CH,OH) sont tous deux des alcools primaires,
semblables du point de vue chimique, cette propriété commune confirme nos résultats de
recherche. L’extraction d’un mélange hydro-alcoolique (méthanol/eau), elle est utilisé vue la
capacité méthanol d’augmenter la perméabilité des parois cellulaires et de faciliter I'extraction
d’un grand nombre de composés polaires ainsi que des composés de moyenne et de faible
polarité (Seidel, 2005).
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Les résultats de dosages des polyphénols totaux et des flavonoides montrent que
I’extrait hydro-méthanolique est 1’extrait le plus riche en polyphénols (29.30 + 0.20 mg
EAG/g d'extrait) et flavonoide (28 £ 0.30 mg EQ/g d'extrait) que 1’extrait éthanolique (3.20 £
0.1 mg EAG/g d'extrait) en outre les flavonoides (5.20 £ 0.030 mg EQ/g d’extrait). Une étude
effectuée par Djeridane et al. (2006) a montré que le taux de polyphénols dans I’extrait
éthanolique est plus bas que celui trouvé dans nos résultats.

Plusieurs méthodes ont été utilisées, dans des travaux précédents, pour déterminer
I’activité antioxydante des plantes (Baghiani et al., 2012). Dans notre travail on a étude
I’effet piégeur des radicaux libres évalué par le test du DPPH, pour évaluer I’activité
antioxydante de graines de Peganum harmala. Le DPPH est un radical libre synthétique de
couleur violée foncée. C’est le radical le plus utilis¢ dans I’analyse de D’activité anti-
radicalaire des substances bioactives contenues dans les extraits des plantes médicinales
(Kubola et Siriamornpun, 2008) pour deux raisons :

> Leur absorbance maximale a 517 nm, ce qui permet donc d’évaluer I’activité anti
radicalaire, spectrophotométriquement, en mesurant toute diminution d’absorbance
de DPPH.

> Leur grande stabilité, par rapport aux radicaux naturels (le radical hydroxyle et
I’anion superoxyde) et vis-a-vis d’autres réactions telles que la chélation métallique
des ions ainsi que 1’inhibition enzymatique (Locatelli et al., 2010).

En présence de composés anti-radicalaires capables de donner un électron ou un atome
d’hydrogéene, le radical DPPH est réduit conduisant donc a leur neutralisation en un composé
non radicalaire (DPPH-H) de couleur jaune péle. De ce fait, la couleur va se changer du violet
au jaune et 1’absorbance sera diminuée (Kubola et Siriamornpun, 2008). L’activité
antioxydante des extraits est exprimée en ICsy, ce parameétre a été employé par plusieurs
chercheurs pour présenter leurs résultats (Abdulmajed et al., 2005 ; Ranga et al., 2009). Les
résultats obtenus ont révélé une importante activité anti-radicalaire des extraits de Peganum
harmala envers le DPPH. La comparaison de ces valeurs avec celle des antioxydants
standards (Vitamine C) avec ICsp: 1.009 £ 0.02 pg/ml. D’apres Talang (2008) la vitamine C
aide a protéger les cellules du stress oxydatif en fournissant continuellement des électrons, qui
ce lien chimiquement aux cellules et neutralisent les radicaux libres. EEt présente I’extrait le
plus actif (ICso: 61.64 £ 1.26 pg/ml) puis EHm (ICso: de 93.38 + 2.08 pg/ml). Une étude
menée par Razzagui (2012) sur Peganum harmala a montré des ICsy de I’extrait hydro-
méthanolique (181 + 1.73 pg/ml) similaire avec nos résultats. Les deux extraits hydro-

méthanolique et éthanolique de graine de P. harmala sont
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plus riche en polyphénols donc la capacité de piéger les radicaux DPPH est trés élevée. Nos
résultats sont cohérents avec de nombreux travaux (Ismail et al., 2010). L’activité anti-
radicalaire est peut-étre liée a la présence des polyphénols et des flavonoides dans ces extraits.
Ce dernier réagit avec le radical DPPH en réduisant un nombre égal aux groupements
hydroxyles portés par la molécule de I’antioxydant (Bondetetal., 1997). La capacité de
réduction est proportionnelle a 1’augmentation de la concentration des extraits (Ozturk et al .,
2007 ; Su et al ., 2008 ; Liuk et al ., 2009).Tous les extraits de la plante présentent des
activités antioxydantes nettement inférieures a celles du produit de référence (acide
ascorbique). Cela confirme la validité et la crédibilité de nos résultats. La voltampéremeétre
cyclique c'est une méthode trés facile et reproductible utilisée pour évaluer I'effet de I'activité
antioxydante des différents extraits sur I'oxygéne

L’analyse phytochimique préliminaire a révélé la présence de polyphénols, de
flavonoides, ces composants posseédent plusieurs propriétés biologiques notables qui sont
peut-étre a I’origine de 1’effet anti-inflammatoire de I’extrait. D’aprés les résultats précédents,
on peut affirmer que les extraits de P. harmala étaient capables de contréler la dénaturation
des protéines et donc d’inhiber la production d’auto-antigenes.

La comparaison entre les résultats des activités antioxydantes obtenus par les deux
techniques montre clairement qu’il existe une certaine approche, la différence des résultats est
attribuée aux conditions de travail (milieu aqueux). Il est souhaitable de refaire 1’étude
électrochimique en présence du radical O,*", qui sera détectée par son courant d’oxydation
durant le balayage inverse en milieu organique (CH3CN, DMF,..). La voltampérométrie
cyclique est par conséquent un moyen pratique de générer de 1’0,° sans systéme enzymatique
et d'étudier son interaction avec une molécule ou un extrait, a condition que le substrat ne soit
pas actif dans le domaine de potentielle de réduction de I'oxygéne. L’absence du résultat
¢lectrochimique de I’extrait éthanolique « EEt » est di a la réponse électrochimique de cet
extrait dans la méme plage potentielle de réduction de 1’0xygene, ce qui ne nous a pas permis

de déterminer 1’activité antioxydante de cet extrait.
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L’inflammation est une réponse immunitaire naturelle qui se développe suite a une
lésion tissulaire provoquée par des facteurs physicochimiques (irradiations, brulure,
traumatismes mécaniques....etc.) ou des infections microbiennes, bactériennes, virales ou
parasitaires (Medzhitov, 2008). Dans notre étude on a évalué I’effet anti-inflammatoire in
vitro et la capacité des extraits (EHm et EEt) d’inhiber la dénaturation de la BSA a été
estimée. Bovine serum albumine (BSA) est une protéine extraite du sérum de bovin largement
utilisée en laboratoire de biologie. Les résultats obtenus montrent que I'extrait hydro-
méthanolique possede un effet inhibiteur vis-a-vis de la dénaturation de la BSA. Ces résultats
montrent que I’effet anti-inflammatoire de 1’extrait hydro-méthanolique a été inférieur a celui

de diclofénac et supérieur a celui d’extrait éthanolique.
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Conclusion

Le travail mene sur la plante de Peganum harmala L. en vue d’explorer ces propriétés
thérapeutiques et biologiques nous ont a menes a la conclusion les résultats suivants :

L’analyse quantitative montrent que les deux extraits hydro-méthanolique et
éthanolique des graines de Peganum harmala L. sont tres riche en polyphénols totaux et en
flavonoides. Le présent travail montre que ’EHm est tres riche en polyphénol et en
flavonoides que I’EEt.

Le présent travail pour 1’évaluation de I’activité antioxydante par la méthode DPPH
révélé que les deux extraits hydrométhanoliques et éthanolique présente une puissante activité
antioxydante. Cette activité anti-radicalaire des extraits est relativement dépendante a la
teneur en polyphénols totaux et en flavonoides donc suggere la corrélation entre ’activité
antioxydante des extraits et leur richesse en polyphénols et flavonoides.

Une technique électrochimique étant utilisée parallelement au DPPH qui a révélée des
résultats tres important montre que I’EHm posseéde une réponse électrochimique ce qui ne pas
permis de déterminer ’activité antioxydante de ces extrait. Il y’a une similitude avec les
résultas obtenus par DPPH et VVC.

L’activité anti-inflammatoire in vitro des graines de Peganum harmala permet de
conclure que les extraits possédent une activité anti-inflammatoire trés importante a partir de
la dénaturation de BSA comparable a celle de diclofinaque qui est un anti-inflammatoire de
référence.

Nous concluons que le Peganum harmala est une plante riche en polyphénols et
flavonoides, ce qui en fait I'une des plantes médicinales les plus importantes pour traiter une
variété des troubles, utilisée comme un anti-inflammatoire, elle possede également une forte

activité antioxydante.
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