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Abstract

Peganum harmala L., commonly known as "harmel,” belongs to the Zygophyllaceae
family and is one of the most utilized plants in traditional medicine and therapeutic purposes. This
study aimed to evaluate certain biological activities of P. harmala, specifically the antioxidant and
anti-inflammatory activities of its hydro-methanolic extract (HmE) and decoction extract (DcE)
from the leaves. Phytochemical analysis revealed that the leaves of P. harmala are rich in
polyphenols (HmE: 107.16 + 2.88 ung GAE/mg; DcE: 40.93 + 0.21 ug GAE/mg) and flavonoids
(HmE: 14.65 + 1.48 ng QE/mg; DcE: 4.12 £+ 0.28 ug QE/mg). In vitro antioxidant effect was
estimated using two methods: DPPH radical scavenging and total antioxidant capacity (TAC),
which revealed significant antioxidant activities of the extracts. The highest scavenging power was
observed in the HmE extract with an 1Cso of 70.37 £ 0.87 ug/ml, although these activities are lower
than butylated hydroxytoluene (BHT), which shows an ICso of 28.23 + 0.17 pug/ml. Based on the
results obtained from the evaluation of the anti-inflammatory effect in vitro using the bovine serum
albumin (BSA) denaturation method, both extracts inhibit BSA denaturation. In summary, P.
harmala L. could be an important source of bioactive compound with antioxidant and anti-
inflammatory properties. Further studies of this plant in vitro and in vivo are desirable in order to

integrate it into the manufacture of anti-inflammatory drugs.

Keywords

Peganum harmala L, antioxidant activity, anti-inflammatory activity, polyphenols, flavonoids.



Résumé

Peganum harmala L., connu sous le nom de « harmel » appartient a la famille de
Zygophyllaceae, est I’une des plantes les plus utilisées en médecine traditionnelle a des fins
thérapeutiques. La présente étude visait a évaluer certaines activités biologiques de P. harmala,
particuliérement 1’activité antioxydante et I’anti-inflammatoire de I’extrait hydro-méthanolique
(EHm) et I’extrait de décoction (EDc) des feuilles de cette plante. L’analyse phytochimique a
montré que les feuilles de P. harmala riche en polyphénols (EHm : 107.16 + 2.88 ng EAG/mg ;
EDc :40.93 + 0.21 ug EAG/mg) et en flavonoides (EHm :14.65 + 1.48 ug EQ/mg ; EDc :4.12 £
0.28 ug EQ/mg). En revanche, I’estimation de 1’effet antioxydant in vitro par deux méthodes : le
teste de piégeage du radical DPPH et la capacité antioxydante totale (TAC) a révéle des activités
antioxydantes significatives des extraits. Le plus fort pouvoir de piégeage a été constaté dans
I’EHm avec ICsode 70.37 £ 0.87 pg /ml. Cependant ces activités sont faibles en comparaison avec
butylhydroxytoluéne (BHT) qui montre un ICso de 28.23 = 0.17 ug/ml. L’évaluation de I’effet
anti-inflammatoire in vitro par la méthode de dénaturation de I'albumine sérique bovine (BSA),
montrent que les deux extraits inhibent la dénaturation de la BSA. En résumé P. harmala L.
pourrait constituer une source importante de composés bioactifs aux propriétés antioxydantes et
anti-inflammatoires. Des études complémentaires de cette plante in vitro et in vivo sont

souhaitables afin de l'intégrer dans la fabrication de médicaments anti-inflammatoires.

Mots clés

Peganum harmala L., activité antioxydante, activité anti-inflammatoire, polyphénols, flavonoides.
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mg : Milligramme.
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mM : Millimole.
Mwmv : Masse de la matiere végétale séchée (g).
Na2COs : Carbonate de sodium.
Na2HPO4 : Hydrogénophosphate de sodium.
NasPOs : Phosphate de sodium.
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Introduction

Introduction

Depuis son émergence sur la terre, 'hnomme a toujours eu une relation étroite avec le regne
veégétal. Les plantes ont toujours constitué une part intégrante de son alimentation. En parallele a
cette nécessité nutritionnelle, I'étre humain a exploré ces plantes sous diverses formes pour traiter
les maladies (Debuigne et Couplan, 2009).

Les plantes sont riches en métabolites secondaires (Yanqun Li et al.,, 2020). Ces
métabolites sont de petites molécules présentant diverses structures chimiques (Ummahan, 2024),
y compris : les alcaloides, les flavonoides, les triterpénoides et les polyphénols (Zhu et al., 2022 ;
Senhaji et al., 2022). IIs servent de matiéres premiéres importantes pour 1’industrie
pharmaceutique en raison de leur vaste activité biologique (Hongwei et al., 2024).

Les radicaux libres sont des espéces hautement réactives qui peuvent causer des dommages
a I'ADN en raison de leur nature instable et sont une cause documentée de différentes maladies,
notamment I'inflammation, le cancer, le vieillissement, les maladies osseuses et méme les troubles
neurodégénératifs (Abbas et al., 2021). Les concentrations des espéces réactives oxygénées (ROS)
sont controlées et préservées dans un systeme homéostatique vivant grace a divers mécanismes,
notamment des enzymes telles que la superoxyde-dismutase, la catalase, et la glutathion
peroxydase, ainsi que des antioxydants non-enzymatiques comme la vitamine C, la vitamine E et
les B-caroténes (De Almeida et al., 2022).

L’inflammation est la réponse du systéme immunitaire & une blessure, une infection ou une
destruction caractérisée par la chaleur, la douleur, le gonflement, la rougeur et des fonctions
physiologiques perturbées. Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) et les corticostéroides
sont les plus couramment utilisés pour réduire I'inflammation et soulager la douleur induite par les
conditions inflammatoires. (Abbas et al., 2021)

L’ Algérie constitue un précieux réservoir phylogénétique, hébergeant pres de 4000 especes
et sous-especes de plantes vasculaires. Cependant, la reconnaissance de la flore médicinale de ce
pays reste partielle, puisque sur les nombreuses espéces végétales répertoriées, (Hamel et al.,
2018).

Peganum harmala, également connu sous le nom de Harmel, est une plante vivace de la
famille des Zygophyllaceae, présente en abondance au Moyen-Orient et en Afrique du Nord.
Depuis des siécles, elle est utilisée dans la médecine traditionnelle pour soulager la douleur et agir
comme antiseptique. En outre, Cette plante est reconnue pour ses nombreuses propriétés
bénéfiques, telles que ses effets antioxydants, anti-inflammatoires, antibactériens, antifongiques,

antiviraux, antidiabétiques et antitumoraux. (Ouzid et al., 2018).



Introduction

Dans le cadre de notre travail, I'objectif central est de contribuer a :

v' L’extraction des métabolites secondaires de Peganum harmala par différents solvants
(Méthanol et eau) ;

v" Le dosage des polyphénols et des flavonoides d’extraits hydro-méthanolique et de
décoction ;

v' L’évaluation de D’activité antioxydante in vitro des extraits étudiés par la méthode de
piégeage des radicaux libres (DPPH) et la capacité antioxydante totale (TAC) ;

v" L’évaluation de I’activité anti-inflammatoire in vitro des extraits par la méthode

d’inhibition de BSA (albumine sérique bovine).



MATERIELS ET
METHODES



Chapitre 1: Matériels et Méthodes

1. Matériel

Le mateériel végétal utilisé dans cette étude expérimentale est la partie aérienne (feuilles)

de la plante Peganum harmala L. Cette plante est récoltée dans la région d’El Hammadia wilaya

de Bordj Bou Arreridj (Nord-Est de I'Algérie) qui se caractérise par un climat semi-aride sec (Fig.

1).

Figure 1: Les feuilles de la plante Peganum harmala L. (Photo personnelle)

1.1 Description botanique

P. harmala est une petite plante herbacée a I'apparence arbustive (Fig. 2). La plante est

pérenne et peut atteindre une hauteur de 80 cm (Dube et al., 2011).

La racine : elle peut atteindre une profondeur allant jusqu'a 6 m (Shahrajabian et al., 2021).
La tige : rigide, élevée, hautement ramifiée, anguleuse au-dessus et glabre (Dube et al.,
2011).

Les feuilles : sont alternées, chaudes, vertes brillantes, longues de 2 a 5 cm, et divisées
irregulierement trois fois ou plus en segments linéaires (Dube et al., 2011).

Les fleurs : sont bisexuelles, de couleur blanche ou jaune péles, de 2.5 cm de diameétre, et
solitaires sur des tiges de 2 a 5 cm de long ou plus dans les aisselles des feuilles (Dube et al.,
2011).

Les fruits : sont sphériques, capsules en cuir, 7 815 mm de diamétre, vert quand immature et
orange-brun a maturité. Les capsules ont trois chambres, qui s'ouvrent par trois vannes au
sommet pour libérer de nombreuses graines (Dube et al., 2011), et contenant 35 a 45 graines
(Shahrajabian et al., 2021).

Les graines: couleur brun fonce a noir, angulaires, longues de 3 a 4 mm, sont

économigquement importantes et ont plusieurs usages (Dube et al., 2011).
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Figure 2: Les différentes parties de la plante Peganum harmala L. (A : fleurs, B : fruits, C :
graines) (Asgarpanah et Ramezanloo, 2012).

1.2 Classification botanique
Selon Ozenda (1991), la position systématique de P. harmala L. est la suivante :
e Embranchement : Spermaphyta.
e Sous embranchement : Angiospermae.
e Classe : Eudicots.
e Sous classe : Rosidae.
e Ordre : Sapindales.
« Famille : Zygophyllaceae.
e Genre : Peganum.
o [Espéce : Peganum harmala L.
1.3 Etudes phytochimiques
Il existe de nombreux composes différents dans P. harmala, qui ont été rapportés en détail
en 2017. Plus de 308 composés ont été isolés de P. harmala, dont 97 alcaloides, 24 flavonoides,
10 triterpénoides, 3 anthraquinones, 2 phénylpropanoides, 18 glucides, 17 acides aminés, 99 huiles
volatiles, 26 acides gras, 3 stérols, 1 vitamine, 1 protéine, 1 carotene et 6 autres oligo-éléments.
Parmi ces composés, la teneur la plus élevée est celle des alcaloides B-carbolines (Zhu et al.,

2022).

2. Méthode

Apreés la récolte, Les feuilles de la plante ont été nettoyées, suivi d'un séchage pendant une
période de 10 jours a I'abri de la lumiére. Les échantillons ainsi obtenus ont été broyés I'aide d'un
broyeur électrique en poudre trés fine, puis stockés dans des flacons en verre fermés
hermétiquement afin de les préserver de toute exposition ultérieure a la lumiere et a I'humidité

jusqu'a leur utilisation.



Chapitre 1: Matériels et Méthodes

2.1 Préparation des extraits

L’extraction est réalisée selon deux méthodes : macération en utilisant du méthanol a 85 %
et décoction avec de I’eau distillée. Une quantité précise (20 g) de la poudre de la plante est
mélangée avec 300 ml de chaque solvant. Le mélange obtenu est agité pendant 48 heures a
température ambiante pour la macération et pendant 20 minutes a 100°C pour la décoction, puis

filtré a travers du papier filtre. Les extraits obtenus sont séchés a 1’étuve a une température de 40

°C jusqu’a I’obtention d’un extrait sec.

2.1.1 Préparation d’extrait de décoction (EDc)

[ Matériel végétal sec (20 g) + I’eau distillée (300 ml) ]

\ 4

Décoction pendant 20 min/ Température (100°C)
Sous agitation magnétique

) 4

Filtration sur papier Wattman ]
Séchage a I’étuve 45°C ]
Extrait de décoction (EDc) ]

Figure 3 : Schéma de protocole de préparation de I’extrait de décoction (Arrar, 2013).



Chapitre 1: Matériels et Méthodes

2.1.2 Préparation de I’extrait hydro-méthanolique (EHm)

[ Poudre végétal sec (20 g) + méthanol (300 mL) ]

[ Macération pendant 48 h /Température ambiante ]7

A 4

Filtration sur papier wattman

l Filtrat Filtre
U, & % L’opération est répétée
une autre fois

Mélange de deux filtrats <:| Filtrat Filtré

ll Extrait hydro-
[ Evaporation dans ]I:> Séchage a I’étuve 45°C |:> méthanolique (EHm)

I’Evaporateur rotatif

Figure 4 : Schéma de protocole de préparation de I’extrait hydro-méthanolique (Markham,
1982).

2.2 Dosage des métabolites secondaires
2.2.1 Dosage des polyphénols totaux
A. Principe

La mesure de la teneur phénolique totale est généralement effectuée colorimétriqguement a
I'aide d'un spectrophotomeétre UV-Vis en utilisant la méthode de Folin-Ciocalteu. Cette méthode
repose principalement sur la réduction du réactif acide phosphotungstique en phosphomolybdique
(connu sous le nom de réactif de Folin). En d'autres termes, ce test exploite la capacité des phénols
présents dans I’extrait a réagir avec le réactif de Folin sous conditions alcalines, formant des

complexes colorés qui peuvent étre quantifiés par spectrophotométrie UV-Vis (Athamena, 2009).
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B. Protocole

Pour I'analyse, 500 ul de réactif de Folin (dilué au 1/10 dans de 1'eau distillée) est mélangé
avec 200 ul d'extrait de P. harmala ou de standard avec des dilutions appropriées. Aprés une
incubation de 4 min, 400 pl d'une solution de carbonate de sodium (NaCO3) a 7.5 % sont ajoutés
au mélange réactionnel. Apres une incubation de 2 heures a température ambiante, I'absorbance
est mesurée a une longueur d'onde de 765 nm. La concentration des polyphénols totaux est calculée
en utilisant I'équation de régression établie a partir de la gamme d'étalonnage préparée avec de
I'acide Gallique comme standard, et elle est exprimée en microgrammes d'équivalent d'acide

Gallique par milligramme d'extrait (ug EAG/mg d'extrait) (Li et al., 2007).

2.2.2 Dosage des flavonoides
A. Principe
La quantité de flavonoides dans les extraits a été déterminée par la méthode colorimétrique
de trichlorure d'aluminium (AICIs) qui repose sur la réaction entre les groupements hydroxyles
(OH) des flavonoides et le trichlorure d'aluminium, formant un complexe de couleur jaune
(Bahorun et al., 1996).
B. Protocole
Pour déterminer la quantité des flavonoides dans les extraits, 500 pl d’extrait ou de standard
est ajouté 500 pl de la solution d’AlClz (2 % dans le méthanol). Apres une incubation de 10
minutes, on mesure I'absorbance a 430 nm.
La concentration en flavonoides est calculée a partir d'une courbe d'étalonnage établie avec
de la Quercétine et est exprimée en microgrammes d'équivalent de Quercétine par milligramme

d'extrait (ug EQ/mg d'extrait) (Bahorun et al., 1996).

2.3 Evaluation de ’activité antioxydante
2.3.1 Test de piégeage du radical libre DPPH
A. Principe

La méthode du pouvoir antiradicalaire ou de I'effet scavenger sur le radical 2,2-diphényl-
1-picrylhydrazyl (DPPH) est une technique indirecte utilisée pour évaluer les capacités
antioxydants des composés naturels. Dans ce test, I'antioxydant réagit avec le radical DPPH violet,
le transformant en un composé jaune (le diphényl picrylhydrazine), dont I'intensité de la couleur
diminue a mesure que la concentration d'antioxydants dans I'échantillon augmente (Sanchez
Moreno, 2002) (Fig. 5).
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Figure 5 : Schéma de la réaction entre les radicaux libres et les antioxydants (Gaji¢ et al., 2020).
B. Protocole
Prendre 750 ul des solutions d'extraits ou du standard butylhydroxytoluene (BHT) et
ajoutés a 50 ul de DPPH. Les mélanges ont été incubés dans I'obscurité pendant 30 minutes, puis
la décoloration a été mesurée a 517 nm par rapport a un contrdle positive contenant que la solution
de DPPH et de méthanol, utilisant un spectrophotometre UV/visible (Burits et Bucar, 2000).

L'activité antiradicalaire du DPPH a été calculée selon la formule suivante :

% inhibition = [(AbS controle — ADS extrait) / ADS contrale] % 100.

2.3.2 Capacité antioxydante totale (TAC)
A. Principe
La méthode consiste a convertir le molybdéne Mo (VI), présent sous forme d'ions
molybdate MoO42, en molybdéne Mo(V) sous forme de MoO?*. Cette réduction se manifeste par
la formation d'un complexe verdatre (phosphate/Mo(V)) a pH acide en présence de I'extrait (Prieto
etal., 1999).

B. Protocole
Pour chaque échantillon, 0.1 ml d'extrait ou d'acide ascorbique ont été combinés avec 1 ml
d'une solution réactif (0.6 M d'acide sulfurique, 28 mM de phosphate de sodium et 4 mM de
molybdate d'ammonium. Ce mélange a été incubée a 95°C pendant 90 minutes dans un bain-marie.
Ensuite, I'absorbance de la solution a été mesurée a 695 nm apres refroidissement (Prieto et al.,

1999). L'activité de l'extrait est comparée a celle d'un controle positif (BHT).
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2.4 Evaluation de I’activité anti-inflammatoire

2.4.1 Test de dénaturation de I'albumine sérique bovine (BSA)

L'activité anti-inflammatoire des extraits a été évaluée par la méthode de dénaturation de
la sérum albumine bovine (BSA) (Abbas et al., 2021).

L'effet anti-inflammatoire in vitro des extraits de P. harmala est déterminé a l'aide du
test d'inhibition de la dénaturation de l'albumine du sérum bovin (BSA) (Williams et al.,
2008). Brievement, 500 ul de la solution aqueuse de BSA a 0.2 % préalablement préparée
dans un tampon Tris-HCI (20 mM, pH 6.8) sont ajoutés & 500 pl des différentes
concentrations de chaque extrait ou de Diclofénac (l'anti-inflammatoire de référence) (250
ug/ml). Le contréle est composé de 500 ul de la solution aqueuse de BSA et 500 pl d'eau
distillée. Ce mélange est incubé a 37°C pendant 20 min, puis a 65°C pendant 10 min (Dehiri,
2023). Apres refroidissement, I'absorbance est mesurée a 660 nm et le pourcentage d'inhibition est

calculé a I'aide de I'équation suivante :

% inhibition = [(Abs controle — Abs test) / Abs contrdle] x 100

2.5 Analyses statistiques

Les résultats sont présentés sous forme de moyenne + écart-type (SD), L'analyse statistique
a été réalisée a l'aide du logiciel GraphPad Prism (version 8.00). Les données ont été soumises a
un test t de Student et a une analyse de variance unidirectionnelle (ANOVA), suivis du test de
Dunnett ou du test de Tukey pour les comparaisons multiples. Les différences ont été considérées
comme significatives pour p<0.01.
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1. Rendement d’extraction

Dans la présent étude I'extraction a été effectuée a partir d'une poudre végétale des feuilles
de P. harmala par la méthode de macération en utilisant le méthanol a 85 % et par la méthode de
décoction en utilisant 1'eau distillé afin d’obtenir I'EHm et I'EDc, respectivement.

Le rendement d'extraction se définit comme le pourcentage de la masse d'extrait obtenu

par rapport au poids sec de la poudre végétale de P. harmala.

R% = ([Mex / Mmv]) x 100

Ou
MEex : masse d’extrait obtenu (g).
Mwmv : masse de la matiere végétale séchée (g).

Les résultats des rendements obtenus sont présentés dans le Tableaul.

Tableau 1 : Rendement en (%) des extraits des feuilles de P. harmala L.

Extraits Extrait hydro- Extrait de décoction
méthanolique (EHmM) (EDc)
Rendement (%) 16.79 16.13

Nous observons que I'extraction hydro-méthanolique donne un rendement d'extraction
16.79 % presque similaire a celui de I'extraction par décoction 16.13 %.

Les études d’Atrooz et al. (2018) donnent un rendement d’EHm 19.9 % proche a celui
trouvé dans notre étude 16.79 %. Cependant des études antérieures réalisées par Guergour (2018),
montrent un rendement de 10.52 % en utilisant une extraction par maceration dans le méthanol.
En revanche, le rendement de I’EDc 16.13 % est inférieur a celui rapporté par Behidj-Benyounes
et al. (2013), qui ont obtenu un rendement de 34.10 % en utilisant trois solvants, y compris I’eau.

Cette différence entre les résultats de notre étude et ceux des autres recherches peuvent étre
attribuée a I’efficacité des méthodes d'extraction employées (macération, décoction...). Le
rendement d'extraction est aussi influencé par plusieurs paramétres, incluant I'origine et la période
de récolte de l'espece, 1'organe de la plante, la durée de séchage et la méthode d’extraction ainsi
que la température utilisée (Zhang et al., 2018). D'autre part, la polarité du solvant est lI'un des

facteurs qui affecte directement le rendement d'extraction (Medjeldi et al., 2018).
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De méme, des rapports antérieurs ont indiqué que le solvant le plus approprié pour
I'extraction des composés phénoliques des plantes medicinales et aromatiques est le méthanol
(Djidel etal., 2013). L'utilisation de mélange alcool/eau a pour but d'extraire les composes polaires

ainsi que les composees de moyenne et de faible polarite.

2.  Teneurs en polyphénols totaux et en flavonoides

2.1 Teneur en polyphénols

Les concentrations de polyphénols ont été mesurées en se basant sur l'équation de
régression obtenue a partir de la courbe d'étalonnage de I'acide gallique (Fig. 6). Les résultats sont
rapportés en microgrammes d'équivalent d'acide gallique par milligramme d'extrait (ug EAG/mg
d'extrait).

1.800 y =0.0106x + 0.0152

R2=0.9983
1.600

1.400
1.200
1.000
0.800
0.600

Absorbance a 765 nm

0.400
0.200
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0 20 40 60 80 100 120 140 160 180

Concentration pg/ml

Figure 6 : Courbe d’étalonnage de 1’acide gallique pour le dosage des
polyphénols.

La teneur en polyphénols d’EHm et I’EDc sont représentés dans la figure 7. Selon ces
résultats, on remarque que 1’extrait hydro-méthanolique est le plus riche en polyphénols 107.16 +
2.88 ug EAG/mg Ext en comparaison avec 1’extrait de décoction 40.93 + 0.21 ug EAG/mg Ext.

Selon des études antérieures, nos résultats sont supérieurs a ceux de Hadadi et al. (2020) qui
a rapporté que la teneur en polyphénol dans I’EHm de P. harmala avec une valeur de 39.3 mg
EAG/g. En plus, Abbas et al. (2021), montrent que I'extrait de méthanol a une forte teneur en

polyphénols 371.4 mg EAG/g.
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Figure 7 : La teneur en polyphenols des extraits de P. harmala L. Chaque valeur représente la

moyenne + SD (n = 3). EHm : extrait hydro-méthanolique, EDc : extrait de décoction, * %%

(p<0.001) Différence significative entre les deux extraits.

2.2 Teneur en flavonoides
La quantification des flavonoides se fait en utilisant la méthode de trichlorure d’aluminium
avec la Quercétine comme antioxydant de référence. Les résultats sont exprimés en microgrammes

équivalents de Quercétine par milligrammes d'extrait (ug EQ/mg d'extrait).
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Figure 8 : Courbe d’étalonnage de la Quercétine pour le dosage des

flavonoides.

La teneur en flavonoides d’extraits hydro-méthanolique et de décoction sont représenté
dans la figure 9. Les résultats révélent que I’EHm est le plus riches en flavonoides avec de teneur
de 14.65 £ 1.48 pg EQ/mg d'extrait qui est supérieur a celui de 1’extrait de décoction 4.12 + 0.28
ug EQ/mg d'extrait.
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Figure 9 : La teneur en flavonoides des extraits de Peganum harmala L. Chaque valeur

représente la moyenne + SD (n = 3). EHm : extrait hydro-méthanolique, EDc : extrait de

décoction, *** (p<0.001) Différence significative entre les deux extraits.

Selon Abbas et al. (2021), I'extrait de méthanol ayant une forte teneur en flavonoides 1.3 mg
EQ/g. D’aprés Fatma et al. (2016) L’analyse phytochimique préliminaire des extraits des feuilles

de P. harmala a démontré la présence de flavonoides avec une valeur de 5 mg/g.

3. Activité antioxydante

L'évaluation du pouvoir antioxydant de nos extraits a été réalisée a l'aide de deux
méthodes : le piégeage du radical libre DPPH et la capacité antioxydante totale (TAC).

3.1 Activité scavenger du radical libre DPPH

La méthode utilisant le 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH) est fréquemment utilisée en
raison de sa simplicité. L’activité antioxydante des différents extraits de P. harmala contre le
radical DPPH a été évaluée spectrophotométriqguement en suivant la réduction de ce radical.

Le BHT, un antioxydant couramment utilisé comme référence, a présenté un pourcentage
d'inhibition significatif du radical libre DPPH, méme & des concentrations relativement faibles

32.09 + 0.5 % et 95.87 + 0.5 % de petite a grande concentration, respectivement.
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Figure 10 : L'inhibition du radical libre DPPH en fonction des différentes

concentrations de BHT.

Les résultats obtenus ont montré que les extraits de P. harmala étaient capables de
décolorer le radical DPPH violet en DPPH-H jaune et semble dépendre de la concentration
(I’augmentation de % avec I'augmentation de la concentration des extraits). Ces extraits montrent

une activité importante de piégeage du radical DPPH : 14.09 a 91.24 % pour 'EHm et de 33.78 a
93.62 % pour I'EDc (Fig. 11).

100
- EHm

- EDec

50

% d'inhibition

T T T 1
0 200 400 600 800

Concentration pg/ml

Figure 11 : Pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH en fonction de la

différente concentration des extraits de P. harmala L.
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L'’activité antiradicalaire est estimée par la valeur d'ICso qui représente la quantité
d’antioxydant nécessaire pour inhibé 50 % du radical DPPH. Plus la valeur 1Cso est faible, plus
l'activité antioxydante est importante (Oliveira et al., 2016).

L’EHm représente 1’extrait le plus actif, leur ICsoest de 70.37 £ 0.87 ug /ml, suivi de I'EDc
avec une ICsod’ordre de 72.26 = 0.73 pg /ml. Tous ces deux extraits ont montré une activité de
piégeage du DPPH inférieure a celles du BHT (ICso: 28.22 £ 0.17 pg/ml), avec une différence
sont significatives (p < 0.001) (Fig. 12).
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Figure 12 : ICso des extraits de Peganum harmala L. et de BHT. Chaque valeur représente

la moyenne £ SD (n = 3). EHm : extrait hydro-méthanolique, EDc : extrait de décoction,

BHT : ButviHvdroxvToluéne. %% (p<0.001) Différence sianificative par rapport au

Des recherches indiquent que 1’extrait des feuilles d’harmel ont démontré une inhibition
des radicaux libres avec une I1Cso de 112.96 pg/ml (Guergour et al., 2018), ce résultat est supérieur
a celui trouvé dans notre extrait hydrométhanolique, ce qui révele que cet extrait est plus actif I1Csg
=70.376 £ 0.8783 pug /ml. Akhtar et al. (2022) ont obtenu une 1C50 de I'extrait de la partie aérienne
de 54.5 + 0.69 pg/ml. Ce résultat est inférieur a celui trouvé dans la présente étude.

Plusieurs études montrent que l'activité antiradicalaire est corrélée avec le taux des
polyphénols et des flavonoides dans les extraits des plantes médicinales (Locatelli et al.,
2010). Les différences dans les valeurs d’ICso peuvent étre dues a la nature du solvant, la
méthode d'extraction et a l'origine géographique de la plante (Allaq et al., 2021). Les variations
des valeurs d'ICso peuvent étre attribuées a plusieurs facteurs, notamment la nature du solvant, la

méthode d'extraction et lI'origine géographique de la plante (Allag et al., 2021).
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3.2 Capacité antioxydante totale (TAC)

La capacité antioxydante totale de différents extraits de P. harmala a été mesurée en
utilisant un dosage au phosphomolybdate. Pour déterminer l'activité antioxydante totale, une
équation de régression basée sur une courbe d'étalonnage avec de I'acide ascorbique a été utilisée
(Fig.13).
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Figure 13 : Courbe d’étalonnage de ’acide ascorbique pour déterminer I'activité antioxydante
totale.

Nos résultats montrent que l'extrait hydro-méthanolique a une capacité antioxydante
élevée, avec une valeur de 94.74 + 0.77 ug EAA/mg Ext, en comparaison avec I'EDc a une capacité
antioxydante plus faible, de 38.30 + 0.42 ug EAA/mg Ext. Cependant, ces capacités restent
significativement inférieures (p<0.0001) par rapport & celle du BHT, dont la capacité antioxydante
est de 108.71 + 3.20 pg EAA/mg Ext (Fig. 14).

D’apres les études de Elansary et al. (2020), les extraits des feuilles de P. harmala ont une
forte activité antioxydante. Ces résultats sont similaires a ceux trouves par Edziri et al. (2010).

Les résultats de notre étude sont trés proches de ceux-ci, ce qui suggere que cette plante

posséde des propriétés antioxydantes.
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Figure 14 : Capacité antioxydante totale des extraits de Peganum harmala L. Chaque valeur

représente la moyenne + SD (n = 3). BHT : butylhydroxytoluéne, EHm : extrait hydro-
méthanolique ; EDc : extrait de décoction, *** (p<0.001), ** (p<0.01) : Différence significative

par rapport au BHT.

4.  Effet anti-inflammatoire des extraits de P. harmala

Pour I’estimation de l'effet anti-inflammatoire in vitro de P. harmala, la capacité de
différents extraits a inhiber la dénaturation de la BSA a été étudiée. Les résultats indiquent que
I'EHmM posséde un effet inhibiteur sur la dénaturation de la BSA, similaire a celui du Diclofénac,
un anti-inflammatoire de référence, qui exprime un pourcentage d'inhibition de 29.77 £ 0.56 % a
une concentration de 25 pg/ml et 92.13 £+ 0.56 % a une concentration de 250 pg/ml. Cependant,
I’EHm et I’EDc montrent un pourcentage d'inhibition de 7.57 + 0.42 % et 18.92 £ 0.12 % a une
concentration de 25 pg/ml et 91.83 £ 0.16 % et 80.27 + 0.12 % a une concentration de 250 pg/mi,
respectivement (Fig. 15).

Les pourcentages d’inhibition des extraits sont significatifs (p<0.001) par rapport au
standard (Déclofinac) a la concentration (25 pg/ml a 100 pg/ml), et statistiquement similaire entre
le Déclofinac et I’EHm a la concentration 250 pg/ml.

Nos résultats sont trés proches de ceux obtenus par Dehiri (2023), qui a constaté que les
pourcentages d'inhibition avec les extraits des graines de P. harmala a des concentrations de 250
png/ml étaient de 80.61 + 0.84 % pour I'EHm et de 76.40 = 1.12 % pour I'EDc.

Abbas et al. (2021), ont rapporté que I'extrait méthanolique (100 %) de P. harmala inhibe
la dénaturation de BSA a 63.0 %, alors que le Diclofénac a 400 pug/ml atteint une inhibition de 97
%. Nos résultats suggerent que la plante de P. harmala pourrait avoir un effet anti-inflammatoire.
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Figure 15 : Effet anti-inflammatoire in vitro des extraits de P. harmala et de déclofinac. Chaque

valeur représente la moyenne = SD (n = 3). EHm : extrait hydro-méthanolique ; EDc : extrait de
décoction, **%* (p<0.001) Différence significative par rapport au Diclofénac. ns: pas de

différence.

L'effet anti-inflammatoire des extraits pourrait résulter de l'interaction de certains
composants avec deux sites spécifiques sur des protéines comme I'albumine. Des études ont
montré que les composants des plantes médicinales traditionnelles, grace a leur affinité pour les
liaisons riches en tyrosine, thréonine et lysine, exercent leurs effets thérapeutiques en se liant aux
protéines plasmatiques (Williams et al., 2008).

D'aprés les résultats, il est clair que les deux extraits peuvent contréler la dénaturation des
protéines et donc inhiber la production d'auto-antigénes. L’activité inhibitrice observée sur la
dénaturation de la BSA est probablement due a la présence de divers composeés bioactifs, tels que
les flavonoides, identifiés lors des criblages phytochimiques des deux extraits.

De nombreuses études ont évalué I'effet inhibiteur de différents extraits des plantes sur
I'activité anti-inflammatoire in vitro en utilisant la méthode de dénaturation des protéines. Cette
méthode s'est avérée efficace pour identifier des agents anti-inflammatoires potentiels, ce qui
souligne I'importance des composés bioactifs présents dans les extraits de P. harmala pour leur
activité anti-inflammatoire.

Khlifi et al. (2013), ont examiné Artemisia herba-alba, Ruta chalpensis et P. harmala, et
ont mis en évidence une relation directe entre les composés phénoliques, I'activité antioxydante et

les propriétes anti-inflammatoires.

18



CONCLUSION

ET
PERSPECTIVES



Conclusion et perspectives

Conclusion et perspectives

Les plantes aromatiques et médicinales ont suscité un intérét passionné dans le domaine de
la phytothérapie. Ces plantes renferment une multitude de substances naturelles actives. Leur
potentiel bioactif est exploré de maniére intensive dans la recherche biomeédicale moderne, ouvrant
la voie & des applications innovantes dans des domaines aussi variés que la médecine, la pharmacie,
la cosmétologie et I'agriculture.

Peganum harmala L. est une plante tres utilisée en médecine traditionnelle Algérienne
pour traiter plusieurs maladies tels que les maladies inflammatoires, elle possede également des
propriétés antibactériennes, antitumorales et antioxydantes.

Dans la présente étude, 1’objectif principal était d’évaluer I’activité antioxydante et anti-
inflammatoire des extraits des feuilles de Peganum harmala L. Pour cette raison, nous nous
sommes intéressés a valoriser les vertus de cette plante par la caractérisation phytochimique.

L'extraction aqueuse (décoction) et alcoolique (méthanol) suivis d'une estimation
guantitative des metabolites secondaires indiquent la richesse des feuilles de P. harmala en
polyphénols totaux et en flavonoides.

Les résultats de l'activité antioxydante en utilisant le test de DPPH et le test de TAC
montrent que les extraits étudier possédent un pouvoir antioxydant important en comparaison avec
I’antioxydant standard : BHT.

L’évaluation de I’activité anti-inflammatoire in vitro des extraits par la méthode
d’inhibition de BSA montre que les deux extraits possedent un potentiel anti-inflammatoire
important en comparaison avec le Diclofénac, ’anti-inflammatoire de référence.

Les résultats obtenus jusqu'a présent ne représentent qu'une premiere phase dans la
recherche des substances naturelles biologiquement actives dans la plante étudiée. Pour une
compréhension approfondie des propriétés antioxydantes et anti-inflammatoires de cette plante,
nos futurs travaux et perspectives permettent d’évaluer de nombreux sujets :

v' lIsolement et identification des composés actifs présents dans les
extraits de P. harmala par des méthodes spécifiques et 1'étude de leurs effets isolément.

v Etudier le P. harmala au niveau moléculaire, et d’évaluer d’autre activités biologiques
antalgiques, antidiabétique...

v Etudier la toxicité aigiie et subaigué afin de déterminer leurs effets toxiques dans une
période prolongée.

v' Etude in vivo de I’activité anti-inflammatoire.
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Annexe

Annexe

1. Réactifs

< Le solvant organique utilisé est le methanol.

< Les différents acides sont : I’acide sulfurique (H2SOs) ; I’acide ascorbique et 1’acide
galligue ; dihydrogénophosphate de sodium (NaH2PO4) et HCL.

< Les différentes bases sont : hydrogénophosphate de sodium (NazHPOQOg) ; Tris

< Les réactifs chimiques sont le DPPH diphénylpicryl B hydrazyl, le Molybdate
d’ammonium ((NH4)éeMO7024-H20) ; le trichlorure d’aluminium ; le Folin-Ciocalteu ;
sérum d’albumine bovine (BSA).

< Les sels sont : Bicarbonate de sodium, Phosphate de sodium (NasPOa).

< D’autres produits chimiques utilisés : la quercétine, le butylhydroxytoluéne (BHT),

Diclofenac.



Annexe

2. Appareillages

Annexe 1: Balance. Annexe 2: Vortex.

Annexe 3: Evapeurateur rotative ] .
(Buchi Labortechnik AG). Annexe 4: Spectrophotometre.




Annexe

Annexe 6: Ph métre.

Annexe 5: Bain marie.
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Annexe 7 : I’extrait hydro-méthanolique dans I’étuve.




Annexe

Annexe 8 : Les extraits obtenus avant les séchés a 1’aide d’une étuve.

(A) : extrait de décoction ; (B) : extrait hydro-méthanlique.

Annexe 10: Les résultats de dosage des flavonoides.




Annexe

Annexe 11: Les résultats de test de piégeage des
radicaux libres (DPPH).
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Annexe 12: Les résultats capacité antioxydante totale
(I’extrait de décoction).
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Abstract

Peganum harmala L., commonly known as "harmel," belongs to the Zygophyllaceae family and is one of the most
utilized plants in traditional medicine and therapeutic purposes. This study aimed to evaluate certain biological activities of P.
harmala, specifically the antioxidant and anti-inflammatory activities of its hydro-methanolic extract (HmE) and decoction
extract (DcE) from the leaves. Phytochemical analysis revealed that the leaves of P. harmala are rich in polyphenols (Hm:
107.16 + 2.88 ng GAE/mg; DcE: 40.93 £ 0.21 ug GAE/mg) and flavonoids (HmE: 14.65 + 1.48 ng QE/mg; DcE: 4.12 + 0.28
pug QE/mg). In vitro antioxidant effect was estimated using two methods: DPPH radical scavenging and total antioxidant
capacity (TAC), which revealed significant antioxidant activities of the extracts. The highest scavenging power was observed
in the HME extract with an ICso of 70.37 + 0.87 ug/ml, although these activities are lower than butylated hydroxytoluene
(BHT), which shows an ICso of 28.23 + 0.17 pg/ml. Based on the results obtained from the evaluation of the anti-inflammatory
effect in vitro using the bovine serum albumin (BSA) denaturation method, both extracts inhibit BSA denaturation. In summary,
P. harmala L. could be an important source of bioactive compound with antioxidant and anti-inflammatory properties. Further
studies of this plant in vitro and in vivo are desirable in order to integrate it into the manufacture of anti-inflammatory drugs.

Keywords: Peganum harmala L, antioxidant activity, anti-inflammatory activity, polyphenols, flavonoids.

Résumé

Peganum harmala L., connu sous le nom de « harmel » appartient a la famille de Zygophyllaceae, est I'une des
plantes les plus utilisées en médecine traditionnelle a des fins thérapeutiques. La présente étude visait & évaluer certaines
activités biologiques de P. harmala, particuliérement I’activité antioxydante et anti-inflammatoire de 1’extrait hydro-
méthanolique (EHm) et I’extrait de décoction (EDc) des feuilles de cette plante. L’analyse phytochimique a montré que les
feuilles de P. harmala riche en polyphénols (EHm : 107.16 + 2.88 ng EAG/mg ; EDc :40.93 + 0.21 ug EAG/mg) et en
flavonoides (EHm :14.65 + 1.48 ng EQ/mg ; EDc :4.12 + 0.28 pg EQ/mg). En revanche I’estimation de 1’effet antioxydant in
vitro par deux méthodes : le teste de piégeage du radical DPPH et la capacité antioxydante totale (TAC) a révele des activités
antioxydantes significatives des extraits. Le plus fort pouvoir de piégeage a été constaté dans ’EHm avec ICso de 70.37 + 0.87
ug /ml. Cependant ces activités sont faibles en comparaison avec butylhydroxytoluene (BHT) qui montre un ICso de 28.23 +
0.17 pg/ml. L’évaluation de I’effet anti-inflammatoire in vitro par la méthode de dénaturation de I'albumine sérique bovine
(BSA), montrent que les deux extraits inhibent la dénaturation de la BSA. En résumé P. harmala L. pourrait constituer une
source importante de composés bioactifs aux propriétés antioxydantes et anti-inflammatoires. Des études complémentaires de
cette plante in vitro et in vivo sont souhaitables afin de I'intégrer dans la fabrication de médicaments anti-inflammatoires.

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



