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Introduction

Introduction:

Pendant longtemps, 'homme s'est soigné avec les plantes a sa disposition. Au fil des siécles, la
tradition humaine a développé la connaissance et lutilisation des plantes médicinales pour
améliorer la santé humaine (Iserin, 2001).

L'Afrique du Nord possede l'une des traditions les plus anciennes et les plus riches associees
a lutilisation des plantes médicinales, qui sont trés importantes pour les habitants de nombreux
endroits. L'Algérie est une plate-forme géographique trés importante qui mérite d'étre explorée
dans le domaine de I'étude des molécules aux propriétés pharmacologiques, issues des plantes et
utilisées depuis longtemps par une grande partie de la population comme moyen essentiel de la

médecine.

Ces dernieres années, un regain d'intérét pour les plantes médicinales a permis une analyse
approfondie de leur efficacité thérapeutique, notamment de leurs aspects toxicologiques (De
Smet, 1993). Le dernier aspect concerne les progres de la phytothérapie. En fait, plusieurs études
sur la phytothérapie traditionnelle ont signalé des problémes de toxicité ou d'interaction pouvant

entrainer des échecs de traitement ou des accidents (Hmamouchi, 1998).

C'est pourguoi nous nous intéressons a I'étude de la plante Peganumharmonia L, qui appartient
a la famille des Zygophyllaceae communément appelée harmel et est considérée comme l'une
des plantes médicinales les plus connues en médecine traditionnelle (Boullard, 2001). Son effet
thérapeutique est di au fait que cette plante est riche en composés pharmacologiquement actifs,
en particulier les alcaloides béta-carboline (Harmaline, Harmine, harmalol, Harmol). Bien
qu'elles possedent des propriétés pharmacologiques intéressantes, il convient de noter que ces

molécules peuvent provoquer de graves intoxications chez 'homme et l'animal.

Le but de notre travail était de démontrer l'abondance de nos plantes en métabolites
secondaires et de déterminer leurs propriétés pharmacologiques et toxiques. A cet effet, dans
cette étude, nous allons d'abord introduire quelques connaissances dans la partie bibliographie :
phyto-caractéristiques des plantes étudiées, leur composition chimique, stress oxydatif,

antibiotiques, antibactérienne.

La partie expérimentale comprend deux aspects, le premier est la phytochimie, principalement a

travers la caractérisation de différents métabolites par criblage phytochimique.

Mineur. Cela impliqgue également [I'utilisation de techniques chromatographiques pour le

diagnostic et la séparation des composes phénoliques principales .
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Le deuxiéme volet a été consacré a l'évaluation de l'activité antioxydant de différents types
d'extraits végétaux a l'aide de deux méthodes différentes, le test DPPH. Des tests antibactériens
ont également éte réalisés pour déterminer l'efficacité de ces extraits contre certaines souches

bactériennes.
Notre travail de recherche comporte deux parties :

% La premiére partie se compose une étude bibliographique aves trois chapitres :

e Etude de la plante Peganumharmala L.

e Meétabolisme secondaire

e Activités biologiques, I’activités antioxydants et antibactériennes.

% La deuxieme partie présente les matériels et les méthodes d’extraction des composés
phénoliques qui utilisés dans notre travail.Et 1’évaluation de leur activités antioxydants
et antibactérienne et présentations de leur résultats obtenus et leur discussion. En fin, une

conclusion générale comporte les principaux résultats obtenus.
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Chapitre I :

Présentation de la plante etudiee

Peganum harmale L.
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I. La plante étudiée Péganum harmale L :

I.1. Description de la famille botanique Zygophyllaceae :

Péganum Harmala L., une plante de la famille des Tribulus, les plantes appartenant a cette
famille sont trés facilement reconnaissables a leur apparence d'herbes, d'arbustes ou d'arbres.
Dans la classification de Sheahan et Chase, (1996) constituent une famille avec environ 285
espéeces, qui sont subdivisées en 5 sous-familles et 27 genres. lls sont largement distribués dans
les paturages arides, semi-arides, salins et désertiques (Tahrouch et al., 1998 ; Asgarpanah et
Ramezanloo, 2012). Le nom de genre Péganum est dérivé du grec et appartient au genre Rultia,

tandis que le nom de genre harmala est derivé de la ville libanaise de Hummel(Mars, 2009).
1.2. Répartition géographique de la familleZygophyllaceae:

Cette plante est largement distribuée a travers le monde. Elle est particulierement répandue dans
les zones arides et séches méditerranéennes dans les sols sableux et légérement nitrés (Iserin,
2001).

v' En Europe, elle est trées commune dans les zones séches, de I'Espagne a la Hongrie
jusqu'aux steppes de la Russie méridionale.

v' En Asieg, elle est répandue dans les steppes de I'lran et du Turkestan jusqu'au Tibet.

v Aux Etats-Unis, on la trouve en Arizona et au Texas ou on la nomme « Mexican rue ».

v' En Afrique, elle est, particulierement, abondante dans les zones arides méditerranéennes du
Moyen-Orient au Nord de I'Afrique (Tunisie, Sahara septentrional et central en altitude,
Hauts-Plateaux algériens et Oranie, Maroc oriental) (Hammiche et al., 2013).

v' En Algérie, Peganum harmala L est commune aux hauts plateaux, au Sahara septentrional
et méridional, et aux montagnes du Sahara central. 1l est réputé pour les terrains sableux,
dans les lits d'oued et a l'intérieur des agglomérations (Ozenda, 1991).

v

1.3. Le genrePéganum:

Bien qu'il appartienne a la famille des Zygophyllaceae mais sa position taxonomigue est encore
discutable et on a proposé une famille séparée Nitrariaceae pour ce genre (Shehan et chasse,
1996).
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I.4. Systématique de la plante:

Embranchement : Spermatophytes .

Sous embranchement :  Angiospermes.

Classe :  Dicotylédones.

Ordre:  Sapindales.

Famille :  Zygophyllaceae.

Genre :  Péganum.

Espece :  Péganum harmala L. (Ozenda, Quezel 1991) (Quezel & Santa 1962-
1963)

1.5. Description botanique de la plante Péganum harmale :

Plante herbacée vivace, a tiges ordinairement peu rameuses, de 30 a 90 cm de haut, a

entrenceuds assez courts, densément feuillés.

e Tiges: dressées, tres ramifiées, disparaissant en hiver, a feuilles alternes,
découpees en laniéres étroites. A leurs extrémites s'‘épanouissent des fleurs

solitaires, tres grandes (25 a 30 mm) (Fig. 1).

e Feuilles : Allongées et irrégulierement divisées en multiples bandes trés fines
jusqu'a 5x5 cm. La largeur de la lame supérieure ne dépasse pas 1,5 mm (Fig. 1).

e Fleurs : La plante porte des fleurs assez grandes (25 a 30 mm), blanc jaunatre
veinées de vert, a cing sépales inégaux persistants et des pétales creme au-dela de
la corolle, rose-orangé a nervures jaunes, oblongues et subsymétriques (Fig. 1). , a
dix a quinze étamines, anthéres de 8 mm de long, filets inférieurs tres larges et
plats, pistils de 8 a 9 mm de long ; ovaires sphériques a 3 a 4 cellules et stigmate a
3 carenes Style imperceptiblement affaibli (Chopra et al., 1960 ; Maire, 1933 ;
Ozanda, 1991).
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Figure 1 :Les fleurs et feuilles de la plante Péganum harmala (Weckesser, 2013).
e Le fruit: est une petite capsule sphérique a trois chambres de 6 a 10 mm de
diameétre, a tige dressée et a sommet concave. (Yousefi et al. 2009). Les capsules
contiennent plus de 50 petites graines triangulaires (Asghari et al., 2004 ;
Moloudizargari et al., 2013) (Figure 2).
e Les graines : sont nombreuses, petites, anguleuses, sub-triangulaires, brun foncé,
et le tégument externe est réticulé et amer (Fig. 2) (Chopra et al., 1960).

Figure 2Les fruits et les graines de la plante Péganum harmala(Weckesser, 2013).

e La racine: est oblongue, dure et garnie de fibres. Elle peut atteindre plus de 3m de
profondeur. De nouvelles pousses peuvent se développer a partir desracines latérales.

1.6. Nomenclature de la plante :
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Nom latin Peganum harmala.

Nom commun Rue sauvage; Rue verte; Pégane.

Harmel; Armel; L’harmel (L'Afrique du
Nord).

Pégane et Rue sauvage (en France).
Harmel Sahari (en Algérie).

Bender tiffin (en Maroc).

Bizr el harmel (en Egypte).

Espand, Espand (Iran).

African Rue, Mexican Rue ou Turkish
Rue (Etats-Unis).

yuzerlik or Gzerli (en Turquie).

Nom vernaculaire

1.7. Utilisation de la plante Péganum harmala L :

La plante intéresse depuis longtemps la medecine traditionnelle utilisant les graines : elles
sont anesthésiques, antihelminthiques, antispasmodiques et dans certains cas utilisées pour traiter
les rhumatismes et I'asthme (Siddiqui et al. 1988 ; Bellakhdar 1997).

Depuis les temps les plus reculés, cette plante est connue dans la médecine traditionnelle comme
un excellent remede pour une gamme de maux (Shi et al., 2000). Le colorant rouge extrait de ses
graines est largement utilisé en Turquie et en Iran pour colorer les tapis(Baytop, 1999) Harmal
est traditionnellement utilisé pour traiter le diabéte dans la médecine populaire dans certaines
parties du monde (Bnouham et al., 2002). Cornus a été utilisé par certaines populations pour
traiter certains troubles neurologiques, comme la maladie de Parkinson (Leporatti, 2009), et

pour traiter des troubles psychiatriques, comme la nervosité (Gonzalez et al., 2010).

Dans la médecine traditionnelle maghrébine, I'narmel est une panacée connue pour soigner la
plupart des maux. Plusieurs « recettes » collectées au Maghreb ont été rapportées pour illustrer la

diversité de cet usage (Hammiche et al., 2013).
* Jus de légumes frais : liniment a base de suif pour soulager les douleurs articulaires.

* Un onguent de feuilles hachées, utilis¢ in situ et fixé avec un foulard, contre les rhumatismes,
les maux de téte, la fievre, la toux et les maladies pulmonaires, les morsures de serpent ; sur la

plante des pieds, comme laxatif et abortif.
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» Fumigation a base de plantes séches ou de graines pour le tétanos néonatal, les rhumatismes,
les troubles génitaux féminins, les troubles psychiatriques et neurologiques, I'insomnie chez les

adultes et les enfants (Hammiche et al., 2013).
1.8. Utilisation pharmacologiques:

e [Effets cardiovasculaires :

Cornus est I'un des médicaments a base de plantes les plus largement utilisés dans le monde
pour le traitement de I'nypertension artérielle et des maladies cardiaques. Des expériences in vivo
ont montré que différents extraits de Cornus officinalis, ses principaux alcaloides actifs harmine,
harmaline, harman et harmalol, ont des effets cardiovasculaires différents, tels que la
bradycardie, la réduction de la pression artérielle, le pic de débit sanguin aortique et la
contractilité cardiaque et vasodilatatrice (Aarons et al., 1977) et I'inhibition antigénique (Hamsa
et Kuttan, 2010).

e Vasodilatatrices et effets antihypertenseurs :

Les extraits aqueux de graines de Cornus officinalis ont des effets antispasmodiques,
anticholinergiques, antihistaminiques et antiadrénergiques (Agel et Hadidi, 1991). Une étude sur
les effets cardiovasculaires de I'narmine, de I'hnarmaline et de I'harmalol a montré que ces trois
alcaloides ont des effets vasodilatateurs (Shi et al., 2001). Dans la méme étude, l'activité
vasodilatatrice d'un autre alcaloide actif de Cornus officinalis, harman, s'est avérée avoir un
mécanisme pour interagir avec les canaux Ca2+ de type L et augmenter la libération de NO par
les cellules endothéliales d'une maniére dépendante de la présence externe de Ca2+. Ces effets
peuvent étre liés a son activité antihypertensive. Il a également été démontré que I'harmaline,

I'narmine et I'harmalol réduisent la pression artérielle systemique (Shi et al., 2000).

e Effets sur le ceeur:
Il 'y a eu plusieurs études sur les effets directs de l'extrait de Cornus officinalis et de ses
alcaloides sur le myocarde. Dans une étude, il a également été démontré que des alcaloides isolés
(harmine, harmaline et harmalol) réduisaient les effets et la fréquence cardiague normale chez les

chiens anesthésiés (Aarons et al., 1977).

e Effet inhibiteur angiogénique :
Une étude a montré que I'harmine est un puissant inhibiteur de l'angiogenése. La substance

peut réduire de maniere significative la prolifération des cellules endothéliales vasculaires et
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I'expression de différents facteurs pro-angiogéniques tels que le facteur de croissance endothélial
vasculaire, le NO et les cytokines pro-inflammatoires. De plus, I'narmine réduit la production de
cellules tumorales grace a d'autres facteurs qui jouent un réle important dans l'angiogenése,

comme la cyclooxygénase (COX-2) (Hamsa et Kuttan, 2010).

e Effet inhibiteur sur I'agrégation plaquettaire :
Les alcaloides de Cornus semblent également avoir des effets antiplaquettaires (Saeed et
al., 1991).

e Effets sur le systéme nerveux :

Diverses études in vitro et in vivo ont montré que les alcaloides du cornu exercent un large
éventail d'effets sur les systemes nerveux central et périphérique, notamment des effets
analgésiques, hallucinogénes, excitateurs et antidépresseurs (Moludizargari et al., 2013).

e Effets antibactérien, antifongique, insecticide et antiparasitaire :

De plus, il a été démontré que les béta-carbolines de Cornus interagissent avec la dopamine,
le GABA, la sérotonine, les benzodiazépines et les imidazolines au niveau de leurs récepteurs
présents dans le systeme nerveux, induisant bon nombre de leurs effets pharmacologiques
(Moloudizargari et al., 2013). Diverses études ont montre différents effets pharmacologiques en
tant qu'agents antiparasitaires (Akhtar et al., 2000; Astulla et al., 2008), des alcaloides
antifongiques, antibactériens (Saadabi, 2006; Nenaah, 2010) et insecticides (Rharrabe et al.,

2007) du Kazakhstan Seeds of Mara cornouiller.

e Effets anticancéreux et antioxydants

Diverses préparations de Cornus sont utilisées depuis longtemps pour traiter le cancer et les
tumeurs. En fait, des études in vitro ont montré une viabilité cellulaire réduite dans les cellules
cancéreuses de divers tissus, notamment le cerveau, le cdlon, le sein, les poumons, le foie,
I'eesophage et l'estomac, apres un traitement a I'harmine. Plusieurs chercheurs ont montré la
cytotoxicité de différents extraits de Cornus officinalis sur des lignées cellulaires tumorales in
vitro et in vivo (Chen et al., 2005). De nombreuses études pharmacologigues ont montré que

Cornus possede des propriétés antioxydantes (Hamden et al., 2009).
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o Effets sur le systeme immunitaire :

Les B-carbolines de Cornus ont montré des effets immunomodulateurs dans plusieurs études
(Wang et al., 1996 ; Farzin et Mansouri, 2006). Des extraits de cette plante ont des effets anti-

inflammatoires importants en inhibant certains médiateurs inflammatoires, les prostaglandines.

e Effets antidiabétiques :

L'harmine est le principal alcaloide dePéganum harmala L et est impliquée dans des effets
antidiabétiques. Une étude a montré que le composé module I'expression du récepteur activé par
les proliférateurs de peroxysomes Gamma (PPARY), un régulateur maitre de I'adipogenese et une
cible moléculaire des médicaments antidiabétiques, en inhibant une voie de signalisation (Waki
et al., 2007). Des études recentes ont clairement montré que l'extrait éthanolique de graines
d'’harmel peut réduire significativement la glycémie chez des rats normaux et diabétiques a
différentes doses (150 et 250 mg/kg).

Cependant, il a été rapporté que l'extrait d'harmel n'avait aucune activité sur la sécrétion
d'insuline, car cette activité hypoglycémiante est associée au pancreéas. En fait, cela affecte

I'utilisation et/ou I'absorption du glucose (Jinous et Fereshteh, 2012).
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1. Métabolisme secondaire

11.1. Les métabolites secondaires

Les métabolites secondaires sont des molécules organiques complexes synthétisées et
accumulées par les plantes autotrophes en faible quantité, leurs structures chimiques sont souvent
complexes, leur distribution trés dispersée et trés variables d'une espéce a l'autre. lls peuvent
jouer un rdle dans la défense contre les herbivores et dans la relation entre les plantes et leur
environnement (Paris R et Moyse M., 1965 ; Venturini N., 2012).

Ces biomolécules ne sont pas essentielles et importantes pour les cellules ou les organismes,

mais elles ont des effets biologiques sur d'autres organismes (Diallo D et al., 2004).
11.2. Généralités:

L'une des principales ingéniosités des plantes est leur capacité a produire une gamme trés
diversifiée de substances naturelles. En effet, en plus des meétabolites primaires classiques
(glucides, protéines, lipides et acides nucléiques), ils accumulent souvent de grandes quantites de
composes qui ne proviennent pas directement de la photosynthése mais de réactions chimiques
ultérieures. Ces composés sont appelés « métabolites secondaires », et leurs fonctions
physiologiques représentent une source importante de molécules biologiqguement actives
utilisables par I'nomme dans différents domaines, comme la pharmacologie ou l'industrie
alimentaire (Marjorie M.C., 1999 ; Naghibi F et al., 2005).

11.3. Fonction des métabolites secondaire :

Contrairement aux métabolites primaires, les métabolites secondaires sont des composes
phytochimiques qui ne sont pas directement impliqués dans les processus vitaux de base
(croissance, division cellulaire, respiration, photosynthése, reproduction). Les métabolites
secondaires auront des fonctions spécifiques en réponse a l'adaptation environnementale.

Certains des principaux roles de la plante sont:

e La protection des plantes contre ravageurs et pathogenes.
e L’allélopathie (compétition plante-plante).
e Lasymbiose plante-microbe au niveau des nodules racinaires.

e La couleur, 'odeur et le gout. Ils peuvent donc servir d’attractifs pour les pollinisateurs.
Les métabolites secondaires sont composés de trois catégories :

Les terpénoides, les composés phénoliques et les alcaloides (ou composés azotés).
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Les métabolites secondaires présents dans les plantes ont de fortes utilisations médicinales pour
les problemes d'anxiété et de stress, et peuvent également soulager les symptémes de maladies

chroniques et méme prévenir tout, des migraines au cancer.
11.4. Classification de métabolite secondaire

Les métabolites secondaires sont synthétisés en trés petites quantités, dont plus de 200 000 sont
classés selon leur composition chimique, en l'occurrence des terpénes, des alcaloides, des
composés acétyléniques, des cires et des composés phénoliques (Kabouche A et al., 2007).
Groupes phytochimiques importants, sources de molécules bioactives et les regrouper en trois
grandes catégories (Venturini N., 2012) :

e Composésphénolique (phénols, tannins,flavonoides,coumarines.).

e Composés azotes. (Alcaloides).
e Terpenes et stéroides. (Les huiles essentiels).

11.5. Les composes phénoliques

11.5.1. Les polyphénoles

Les polyphénols ou composes phénoliques sont des molécules propres au regne vegétal. Ce
nom geénérique designe un grand nombre de substances difficiles a définir avec des structures
différentes, mais I'élément structurel de base est le noyau benzénique, qui est directement attaché
a un ou plusieurs groupements hydroxyles, libres ou impliqués dans une autre fonction chimique
(éther, ester, hétéroside, etc.) (Moghtader M., 2009 : Lograda T et al., 2014 ; Belmekki et al.,
2013)(Figure 3).

Les polyphénols sont des métabolites secondaires de haut poids moléculaire. Ils sont largement
répandus dans le régne végétal et possedent des propriétés antioxydantes, en particulier les
flavonoides. Les flavonoides peuvent agir de différentes manieres dans la régulation du stress
oxydatif : en captant directement les espéces réactives de I'oxygeéne, en chélatant les métaux de
transition comme le fer (empéchant ainsi la réaction de Fenton) ou en inhibant l'activité de

certaines enzymes pour générer des ROS, comme la xanthine oxydase (Curtay et Robin., 2000).

Figure 3:Structure d’unité de base des polyphénols (Ghnéme. 2005).
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11.5.2.Localisation:

Les composés phénoliques sont présents dans toutes les parties des plantes (racines, tiges,
feuilles, fleurs, pollen, fruits, graines et bois) (Boukhatem M.N et al., 2010). Ils sont également
présents dans diverses substances naturelles comme les fruits rouges, le raisin, etc. (Michel T.,
2011)

Certains composés phénoliques sont :
11.5.3. Les tanins:

Les légumes sont utilisés pour tanner les peaux d'animaux, en d'autres termes, pour
transformer les peaux en cuir (Hopkins., 2003). La structure se compose d'unités monomeres
répetitives dont le centre asymétrique, le degré d'oxydation et lastringence varient, mais
partagent des propriétés communes a la peau bronzée (Hemingway R.W., 1992).

Selon leur structure biochimique, on distingue deux types de tanins : les tanins

hydrolysables et les tanins condensés.
11.5.4. Les Flavonoides:

Le terme « flavonoide du grec flavus (jaune en latin) » est un nom générique pour une tres
large gamme de composeés naturels appartenant a la famille des polyphénols. lls sont considérés
comme des pigments végétaux presque universels, généralement responsables de la coloration
des fleurs, des fruits et parfois des feuilles. A I'état naturel, les flavonoides existent le plus

souvent sous forme d'hétérosides (Bruneton J., 1999 ; Ghestem A et al., 2001).

Ces composés ont une structure de base formée de 2 cycles benzéniques A et B reliés par un

cycle C, qui est un hétérocycle pyrannique (Lobestein., 2010)(Figure 9).

Figure 4 :Structure de base des flavonoides (Ghnimi. 2015).
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11.5.5. Les lignines et les lignanes :

Les lignanes sont une classe importante de substances naturelles dans le regne végeétal. Ce sont

des dimeres ramifiés de styréne propylene. Ce dernier est formé par dimérisation de trois alcools

le p-coumarol, l'alcool coniférylique et l'alcool sinapylique. Le sécoisolaricirésinol et le

matairesinol sont les principaux lignanes d'origine végétale (Axelson et al., 1982)(Figure 5). La

polymérisation de ces trois alcools conduit a la formation de lignine. Il est a noter que la

composition de la lignine varie d'une espéce a l'autre. La structure précise de la lignine n'est pas

connue, mais elle est certainement tres complexe (Buchanan et al., 2000)(Figure 6).

Figure 5 :Structure des lignanes (Ghnimi. 2015).

A, B et C structure des alcools formant les lignanes et les lignines ; d et e exemples de lignanes

15CO.
Q/\/CHEO” Ny~ CHOH o Sy _-CH:OH
HO
HO HO
OCH» OCH,
Alcool p=coumarique (a) Alcool conilérigue (b) Alcool simapique (¢)
MeO _ — — O
bl S M g
HO~ 3 . ._/UH HaCO- \\- \\
P _'.-'4'\
) S S
0 \ = /"L OCH;
o OH
Sécoisolaricirésinol (d) Martairésinol (e)

Figure 6 : Structure des lignines (Ghnimi. 2015).
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11.5.6. Les Coumarines :

La Coumarine est un composé chimique organique appartenant a la famille des benzopyrones,
dont le nom selon IN'UPAC est 2H-1-benzopyrane-2-one. Dans son état normal (standard), elle
est caractérisée par une structure cristalline et incolore. Différents résidus peuvent étre ajoutés a
ce squelette formant la famille des Coumarines. Les Coumarines sont considérées comme un

groupe de métabolites secondaires des plantes (www.aguaportail.com).

OH 0.0
COOH
—
/ o 7/
lactonisation
acide o-hydroxycinnamique Coumarine
benzo--pyrone

Figure 7:Structure de base des Coumarines (Macheix et al, 2005).

e Propriétés physico-chimiques:

Les Coumarines sont sous forme de cristaux orthorhombiques de couleur blanche ou
jaunatre. Elles sont assez solubles dans les alcools et les solvants organiques (dioxyde d’éthyle
ou les solvants chlorés). Les coumarines hydroxylées (umbelliférones) possedent une intense
fluorescence bleue en lumiere UV. Leur spectre UV est également caractéristique et sert a leur
identification (Feryel, 2015).

e Propriétés biologiques de Coumarine :

Les Coumarines et leurs dérivées sont connues pour leurs nombreuses utilisations dans
I’industrie des cosmétiques (comme additifs), I’industrie pharmaceutique et agro-chimique. Elles
possedent diverses propriétés biologiques, elles sont utilisées comme agents anti coagulants et

sont tres fluorescentes, elles sont employées aussi dans la préparation des insecticides.

La majorité des Coumarines et leurs dérivées ont été soumises a de profondes investigations

dans le but d’évaluer leurs effets sur la santé humaine, les recherches ont montré qu’elles
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peuvent étre des agents anti HIV, anti tumoraux, anticancéreux, antimicrobiens,
antiinflammatoires (Feryel, 2015).
e Classification de Coumarine :

Les Coumarines sont substituées par un hydroxyle ou plus sur les six positions disponibles.

La majorité des coumarines sont substituées en C-7 par un hydroxyle.
Les auteurs ont classé les coumarines selon la nature des substituants sur leurs structures en cing
catégories : (Harkati, 2011).

e Coumarines Simples :

Les Coumarines simples sont les plus répandues dans le regne végétal et possédent des
Substitutions (OH ou OCH3) en 6 et 7. Cette classe comporte deux sous classes, les génines et
les hétérosides (Harkati, 2011).
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[11. Activité biologique

I11.1. Généralité:

Radicaux libres, especes réactives de l'oxygéne (ROS), stress oxydatif et antioxydants
deviennent des termes de plus en plus familiers aux professionnels de santé et méme au grand
public. Le stress oxydatif est le résultat d'un déséquilibre entre la production de radicaux libres et
le systeme de défense antioxydant (Fendri et al., 2006). Ce déséquilibre survient lorsque le
systeme de défense antioxydant est surmené par une augmentation des oxydants ou lorsque
I'apport et/ou la production d'antioxydants affaiblit le systéme de défense (Kirschvink et al.,
2008).

111.2. Activité antioxydant

111.2.1.Stress oxydatif:

Favier (2003) definit le stress oxydatif comme le résultat d'un déséquilibre entre la production
de radicaux libres et leur destruction par le systéme de défense antioxydant. Des facteurs
exogenes tels que les polluants environnementaux, les radiations, les solvants organiques, le
tabac et les agents pathogenes ont éte impliqués dans la production d'espéces réactives de
l'oxygene (ROS) (Ansari 1997; Chu et al. 2010).

111.2.2.Radicaux libre

L'oxygene est un élément essentiel dans la vie de tous les organismes bactériens aérobies, car
il produit la majeure partie de I'énergie chimique en oxydant la matiére organique dans les
mitochondries. Cependant, l'oxygene peut étre une source d'attaque pour ces organismes,
convertissant certains éléments en métabolites hautement réactifs: les radicaux libres, qui

peuvent étre endogenes voire exogeénes (Pandey ET Rizvi. 2011; Kalam et al., 2012).

Un radical libre est une espece chimique, une molécule, un fragment moléculaire ou méme
un atome, capable d'étre « libre » en contenant un ou plusieurs électrons simples (électrons non

appariés dans les orbitales) pour exister indépendamment (Goudable et al., 1997).

Les radicaux libres sont généralement instables et ont des durées de vie courtes (de l'ordre de
la microseconde a la nanoseconde) (Benaissa., 2012). Par conséquent, en raison de son
instabilité chimique, il est réactif et a tendance a revenir a un état plus stable en donnant un
électron ou en en acquérant un autre. Les molécules ainsi transformées peuvent a leur tour

devenir des radicaux libres, déclenchant une série de réactions (Lev et al., 2007)(Tableau 1).
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Tableau 1 :Les espéces réactives de I’oxygene et de I’azote (Valko et al., 2007).

Radicaux libres Non radicaux libres
Superoxyde (O2e-) Oxygeéne singulet (102)
Radical Hydroxyle (OHe) Peroxyde d’hydrogéne (H202)
Monoxyde d’azote (NOe) Ozone (03)

Dioxyde d’azote (NO2e) Acide hypochloreux (HOCI)
Peroxyle, alkoxyle (ROOe, ROe) Peroxynitrite (ONOO-)
Peroxyle lipidique (LOOe) Peroxide lipidique (LOOH)

111.2.3.Les antioxydants:

Les antioxydants sont définis comme toute substance qui, lorsqu'elle est présente dans les
cellules a de faibles concentrations, retarde, neutralise ou réduit I'oxydation et les dommages aux

composes cellulaires causés par les radicauxlibres(Rahman., 2007).

Le corps posséde un systeme de défense tres efficace contre la surproduction de ROS. Ces
systémes peuvent étre exogenes ou endogeénes et repondent de maniere synergique pour protéger
les cellules des ROS (Kalam et al., 2012).

111.2.4. Les antioxydants endogenes:
111.2.4.1. Antioxydants enzymatiques:

Il s'agit principalement de trois enzymes : la superoxyde dismutase (SOD), la catalase (CAT) et
la glutathion peroxydase (GPx). Ces enzymes ont des effets complémentaires sur la cascade des
radicaux libres aux niveaux O.e- et H.O», aboutissant a la formation d'eau et d'oxygéne
moléculaire (Lehucher-Michel et al., 2001).

« Le Superoxyde dismutase (SOD) :

La SOD est une enzyme primaire essentielle qui catalyse la disproportionation de l'anion
superoxyde en H2O en réponse aux produits toxiques du métabolisme cellulaire (Seib et al.,
2006).

SOD
20, +2H" —H0, + O
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- La Catalase (CAT)

La catalase est présente dans les érythrocytes et dans les peroxysomes de nombreux tissus et
cellules, avec une forte affinité pour ses substrats (Kohen et Nyska., 2002), et est une
conversion catalysée du peroxyde d'hydrogene en eau et en enzymes moléculaires (Stocker et
Keaney., 2004)

CAT

2 HO, > 2H0+02

- La Glutathion peroxydase (GPx) et la Glutathion réductase (GR)

Ces deux enzymes sont localisées dans le cytoplasme et les mitochondries (Sorg., 2004). La
glutathion peroxydase (GPx) agit en synergie avec la SOD car elle agit pour accélérer la
disproportionation de H202 en H>O et O et réduire divers hydroperoxydes lipidiques. Au cours
de cette réaction, deux molecules de glutathion réduit (GSH) sont oxydées en disulfure de
glutathion (GSSG) (Ahmad., 1995). Le disulfure de glutathion (GSSG) ainsi produit est a
nouveau réduit par la glutathion réductase (GR) en utilisant le NADPH comme donneur
d'électrons (Ahmad., 1995 ; Mates et al., 1999).

GPx
ROOH + 2 GSH ROH +pSSG + H20

GPx

H20. + 2 GSH » 2 H,0O + GSSG

111.2.5. Les antioxydants exogenes:

En plus des substances propres a l'organisme, les aliments et les plantes sont également
d'excellentes sources d'antioxydants. Le corps peut bénéficier des nombreux antioxydants
exogenes naturels présents dans l'alimentation (Pham-Huy et al., 2008 ; Kalam et al., 2012).
Bien gu'elles ne soient pas essentielles a la vie, ces substances jouent un réle important dans la
lutte contre le stress oxydatif. Les plus importants d'entre eux sont les vitamines (E et C), les
caroténoides, les polyphénols (Figure 08), les acides gras (oméga-3 et oméga-6) et les métaux
traces (sélénium, manganese et zinc). Contrairement aux antioxydants enzymatiques, ces

substances ne peuvent éliminer qu'un seul radical libre a la fois.

Par conséquent, pour pouvoir fonctionner a nouveau, ces antioxydants doivent étre régénérés par

d'autres systemes (Pham-Huy et al., 2008).

18



Partie experimental Chapitre Il : Activité biologique

111.3. Activité antibactérienne

111.3.1. Les bacteries:

La bactérie est un micro-organisme ubiquiste, unicellulaire et sans noyau (procaryote) dont
le génome est constitué d'ADN. Celui-ci consiste en un seul chromosome, et on note
éventuellement la présence de plasmides (petit morceau d'’ADN circulaire). L'ensemble des

bactéries forme le regne des eubactéries Eubacteria.

Certaines bactéries peuvent étre pathogenes. Chez I'Homme, les symptémes d'une infection
bactérienne sont similaires & ceux observés lors d'une infection virale (éruption cutanée, toux,
écoulement nasal, larmoiement, fatigue, nausées, fiévre et douleurs musculaires). Parfois, elles

sont mortelles. Les infections bactériennes peuvent étre traitées avec des antibiotiques.
11.3.1.1. Bactérie d’Escherichia coli

Escherichia coli E. coli est une bactérie que 1’on trouve couramment dans le tube digestif de
I’étre humain et des organismes a sang chaud. La plupart des souches sont inoffensives.
Certaines en revanche peuvent provoquer une intoxication alimentaire grave. Uvant provoquer

une maladie grave d’origine alimentaire.

111.3.1.2. BactériePseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa est un microorganisme qui provoque des infections aigués ou
chroniques, parfois graves et mortelles. Elle sévit particulierement en milieu hospitalier et
expose les patients présentant un faible systéme immunitaire. La résistance croissante de
certaines souches de cette bactérie aux antibiotiques fait de ces infections un véritable probleme

de santé publique.
111.3.1.3. Bactérie Staphylocoques

Les staphylocoques sont des bactéries impliquées dans des pathologies variées et de degrés
de gravité divers. Elles sont un des premiers agents responsables d'infections nosocomiales
(infections contractées en milieu hospitalier) mais elles peuvent aussi étre contractées en dehors
de I'ndpital (infections dites communautaires). Leur habitat naturel est I'nomme et I'animal. Elles
font partie de la flore cutanée naturelle et colonisent particulierement les mugueuses externes.
Cependant, ces bactéries sont fréquemment retrouvées dans I'environnement (eaux non-traitées,

sols, objets souillés). Les traitements visant a éradiquer les infections sont difficiles car de
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nombreuses souches sont multi résistantes aux antibiotiques. Selon les services hospitaliers, ces

derniéres représentent entre 20 et 50% des souches.
11.3.1.4. BactérieBacillus cereus :

Bacillus cereus est une bactérie présente partout : dans les sols, les aliments, quasiment sur
toutes les surfaces, la peau humaine... Sous forme de spores, elle résiste a la cuisson et a la
pasteurisation. B. cereus est le deuxiéme agent responsable d’infections alimentaires en France et
le troisieme en Europe, caractérisées par des diarrhées et des vomissements. Dans des cas plus
rares mais plus séveres, B. cereus peut également étre responsable d’infections cliniques
d’origine non alimentaire, en particulier chez les personnes fragiles (nouveaux nés, personnes
agées). Or, la réelle incidence de telles infections cliniques par B. cereus n’est pas connue et les
informations sur les caractéristiques des souches bactériennes incriminées sont peu nombreuses.

—
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Figure 9:Les bacteéries de Basilus
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Figure 11:Les bacteries de Staphylos
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Chapitre | :
METHODE ET MATERIEL.



I. Matériel et méthode :

I.1. Macération :
1.1.1. Principe :

La macération est une opération qui consiste a laisser la poudre du matériel végétal en
contact prolongé avec un solvant pour en extraire les principes actifs. C’est une extraction qui se
fait a température ambiante.

1.1.2. L’Objectif :
Cette étude expérimentale de divise en parties :

= La 1°™partie: L’activité antioxydant des différents extraits en utilisant la technique

suivante: la réduction du piégeage du radicallibre DPPH.

= La 2 ®™partie: Evaluation de I’activité antibactérienne par la méthode dediffusion de puits.

1.2. Matériel vegétale :

Les graines et les feuilles du cornouiller sont récoltées a maturité de juillet a ao(t dans la
zone, qui se caractérise par des zones semi-arides séches. Climat aride. L'identification botanique
des espéces est basée sur la description des caractéristiques morphologiques des plantes.(Figure
12).

Figure 12:La plante de Peganum harmala en période de fluorisation

Les graines et les feuilles récoltées aprés maturité sont exemptes de toutes impuretés et séches

a l'ombre et a température ambiante.
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1.3. Préparation des extraits:
Deux méthodes d'extraction sont nécessaires pour l'extraction des composants actifs de

Cornus harmale ; les graines (EBG) sont macérées dans du méthanol (extrait brut d'EB) et les
coumarines des graines (EC) sont extraits par extraction liquide-liquide

1.3.1. Préparation de ’Extraits bruts par I’extraction type solide-liquide (ESL) :

Préparer I’extrait méthanolique et aqueuse a partir de 50 g de broyat, le plonger dans 80 ml de
méthanol et 20 ml de I’eau distillé pour methanolique et pour aqueuse plonger dans 100 ml de
I’eau distillé pendant 48 heures a température ambiante dans l'obscurité et faire la répétition de la
macération 3 fois. Le mélange a ensuite été filtré sur de la gaze puis sur du papier Whatman
(n°3). Le filtrat résultant a été ajouté et évaporé a sec en utilisant un évaporateur rotatif a une

température de 35°C. Les extraits secs ont été conserves au refrigérateur a 4°C jusqu'a utilisation.

I.4. Fractionnement d’extrait hydrométhanolique par extraction type
liquide-liquide (ELL)

1.4.1. Extraction des Coumarines :

Aprés la macération, Poser I’extrait brut méthanolique des graines dans un bécher, mesure le pH
par le papier de pH, puis on ajoute quelques gouttes de la (NH4OH) jusqu’a I’obtention de pH
basique (pH=9), apres la régulation de pH; on pose I’extrait dans une ampoule a décanter, verser
(30ml) de Chloroforme, Agiter et le laisser pendant quelque heure, afin d’obtenir deux phases,
phase organique (1) et phase aqueuse (1). Répéter cette étape trois fois. Séparer la phase
organique (1). On ajoute a la phase aqueuse quelque goutes de ’Hcl diluer (2%) pour diminuer
le pH jusqu’a I’obtention de pH acide (pH=2), On pose I’extrait dans une ampoule a décanter,
verser (20ml) de Chloroforme puis agité et pendant quelque heure, afin d’obtenir deux phase,
phase organique (2) et phase aqueuse (2) Répéter cette étape trois fois. Faire la séparation des 2

phases et obtenir la phase organique (2) Coumarine.
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organique

Figure 13:Extraction liquide-liquide de Coumarine
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Matiere seche

Poudre des graines de peganum harmala

Macération et filtration chaque 24 h pendant 3 jours

Rotavapeur ——— l
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NH40H .
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Le solvant résultant

(CHCL3) > l

l l

Phase aqueuse

Phase organique-1-

Hcl
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Résultats
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Phase organique -2-
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Figure 14:Extraction EBG etde la Coumarine de la plante Péganum harmala L.
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I.5. Rendements des extraits préparés :

Le rendement signifie la masse de l’extrait obtenu aprés évaporation du solvant par

rapport a la masse initiale de la graine soumise a 1’extraction.

Le pourcentage en extrait bruts sec méthanoique et aqueux a été calculé par la formule
suivante (Carré., 1953) :

R (%) = M/ MO x 100

R (%) : Rendement exprimé en %.

M : Masse en gramme de 1’extrait sec résultant.

MO : Masse en gramme du matériel végeétal a traiter.

1.6. Séparation sur couche mince (CCM) :

La CCM est une méthode de séparation physico-chimique faisant intervenir une phase
stationnaire ou adsorbant et une phase mobile ou ¢éluant. La CCM n’est pas suffisante pour
identifier un produit mais elle apporte des renseignements susceptibles d’orienter Vers une

hypothése de structures, par exemple: fluorescence, coloration (Randerath, 1971).

Nous avons réalisé une chromatographie sur couche mince en utilisant des plaques de Silica gel
60 F254 avec des dimensions 20 X 20 cm de marque MACHEREY-NAGEL (Germany).

La phase mobile, constituée d’un mélange de méthanol/Dichlorométhane : 80/20/ (V/V) pour
les extraits bruts (EBG) et d’un mélange de « méthanol/chloroforme/ammoniaque : 79/20/1
(VIVIV) » (Mahdeb et al., 2013) pour les extraits bruts et de Coumarine.

Apreés dissolution des extrait (EBG) et (Ec) dans du méthanol, nous déposons 10 ul de chaque
solution a I’aide d’une micropipette sur une plaque qu’était activée dans I’étuve a 100°C
pendant 5 min; & 1 cm du bord inférieur sur la ligne de base, on séche chaque dépot a I’aide
d’un séche- cheveux. La plaque est ensuite mise dans la chambre de migration contenant la
phase mobile. Quand le front du solvant atteint 1 cm du bord supérieur, le chromatogramme est
retiré, séché, observé a I’extinction de la fluorescence a 366 nm puis pulveérisé avec le réactif de

Bouchardat jusqu’a ’apparition de spots colorés.

Les systemes préparer :
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N° de systémes Nom de systeme Formule de systéme

1 Acétate-chloroforme (7. 3)
2 Heptane-acétate (2. 8)
3 Methanol-chloroform (3.8)
4 Heptane-acétate (2. 6)

1.7. Activités biologiques :

1.7.1. Activité antioxydant :

Mesure de chaqueExtrait 20 mg soit aqueuse et méthanolique. Ajouter 4 ml de MeOH et placer
dans le bain marré jusqu’a la solubilité d’extrait. Ajouter 6ml de MeOH, Préparer le DPPH 4mg
poudre dans 100 ml MeOH a partir de DPPH on préparer les concentrations et le control

suivantes:

Tableau 2: Les concentrations de I'activité antioxydant:

Extrait Methanol

(ul) (ul)

Concentration

10 pl/mi 10 190 800
25 pl/ml 25 175 800
50 pl/ml 50 150 800
100 pl/ml 100 100 800

e Laisser 30 min et mise en control et tarer. Mesure les concentrations avec les répétitions.
L’ICso ou la concentration inhibitrice de 50 % (aussi appelée ECso pour Efficient concentration

50), est la concentration de I’échantillon testé nécessaire pour réduire 50 % de radical DPPH

e. Les ICso sont calculées graphiquement par les régressions linéaires des graphes tracés

(pourcentages d’inhibition en fonction de différentes concentrations des fractions testées).
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1.7.2. Activité antibactérienne :

Le test antibactérien a pour but de rechercher I’activité biologique de chaque extrait vis-a-vis de
différentes souches bactériennes. Les extraits actifs pourraient ainsi justifier ’usage en médecine
traditionnelle des plantes dont ils sont extraits et permettraient d’ouvrir d’autres pistes a la
recherche. Les extraits ont été solubilisés dans du DMSO. Le test de susceptibilité a été effectué
selon la méthode de diffusion des disques décrite

Afin de mettre en évidence I’effet antibactérien in vitro des différents extraits, nous avons choisi
la méthode de diffusion des disques sur milieu de Mueller-Hinton gélosé. Le principe de la
meéthode repose sur la diffusion du compose a effet antibactérien en milieu solide dans une boite
de pétri, aprés un certain temps de contact entre le produit et le microorganisme cible. L’activité
antibactérienne sur la cible est appréciée par la mesure de la zone d’inhibition, et en fonction du
diameétre d’inhibition.

Préparation des dilutions des extraits :

Les extraitsont été dissous dans le dimethyle sulfoxyde (DMSQO) pour préparer les différentes
concentrations avec des dilutions successives au demi, sachant que la concentration de la

solution mere de chaque extrait est de 32 mg/ 2 ml.
Préparation d’inoculum :

Des colonies bien séparées des especes bactériennesconcernées ont été prélevees a l'aide d'une
anse de platine stérile et homogénéiséesdans bouillon nutritif pour avoir une turbidité voisine a

0,5McFarland, puis portées a I’incubation pendant (18-24) heures a37°C.
Ensemencement et dépot des puits :

Aprés Pactivation des souches bactériennes coulée la gélose nutritive (GN) dans les boites
de Pétri, apres refroidissement et solidification sur paillasse, aprés la réalisation de
I’ensemencement par écouvillonnage sur boites pétri ; un écouvillon est trempé dans la
suspension bactérienne puis 1’essorer en pressant fermement sur la paroi interne du tube.
L’écouvillon est frotté sur la totalité¢ de la surface gélosée, de haut en bas en stries serrées.
L’opération est répétée trois fois en tournant la boite de 60° a chaque fois.
L’ensemencement est fini en passant I’écouvillon une derniére fois sur toute la surface
gélosée. L’écouvillon est rechargé a chaque fois qu’on ensemence plusieurs boites de Pétri
avec la méme souche, faire les puits avec pipette Pasteur apres fermerles boites avec du
para film et conservées a 4°C pendant 2h ensuite, ajouter ’extrait dans les puits. Puis sont
mises a I’étuve a température de 37°C pendant 24 heures. Apres incubation le diameétre

d’inhibition a été mesuré en millimétres.
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Les tests des bactéries étudiée :

Tableau 3: Les tests et codes des bacteries :

NOM DE BACTERIES GRAM CODE
Staphylococcus aureus Gram + ATCC25935
E. Coli Gram - ATCC25922
Pseudomonas aeurginosa Gram - ATCC27853
Bacillus cereus Gram + ATCC10876
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1. Résultats et discussion :

11.1 Rendements des extractions :

I11.1.1La macération :

La premiére quantification a faire est celle de déterminer le rendement d’extraits
brut des graines de Peganum harmala (EBG) obtenu par macération. Ce rendement
est calculé a partir du poids d’extrait par rapport au poids sec de la masse végétale

utilisée (Tableau 4).

Tableau 4 :Rendement et couleurs des extraits :

Extraits Couleur Rendement
EBG méthanoliquemarron foncé 38,08%
EBG aqueuse marron foncé 29.05%
Coumarinemarron claire 9.46%
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Figure 15:Rendement des différents extraits de I’espece Péganum harmale L.
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Le rendement a été déterminé par rapport au poids du matériel végétal sec rendu
enpoudre, les résultats ont été exprimés en pourcentage. Les résultats obtenus montrent que
lesrendements des extraits sont variables dans les différentes parties de la plante Péganum
harmale L.le rendement le plus élevé a été observé avec I’extrait méthanolique brut de
grainEBG (38.08%), suivi parl’extrait brut aqueuse de graines (29.05%). Et aussi le rendement

de la coumarine de la graine présent enrendement important (9.46%).

Les résultats obtenus montrent que les rendements en extraits des d’une partie graine de la
plantePéganumharmale L. sont plus ou moins variables et sont plus importants dans lapartie
grain. Le plus grand rendement déterminé est raisonnablement celuide I’extrait brut. Ces
rendements de 1’extraction varient en fonction de I’espéce végétale,’organe utilisé dans
I’extraction, les conditions de séchage, le contenu de chaque espece enmetabolites et de la

nature du solvant.

Les rendements de 10.51%, 2.5%, 1.1% correspondent respectivement I’extraitbrut
méthanolique, 1’extrait butanolique et I’extrait d’acétate d'éthyle ont été obtenus a partir de la
partie aérienne de la méme espece lors d’une étude entreprise par (Beddiar, 2016) sont des

pourcentages nettement inferieurs a celui obtenus dans notre cas (12.37%, 2.7%, 3.9%).

11.2. Analyse quantitative d’extrait de la plante Peganum harmala L :

11.2.1. Chromatographie sur couche mince CCM des extraits :

Pour un essai d'analyse qualitative du contenu phénolique de nos différents extrait-(EACOEt,
EnBuOH, Coumarine) a partir des graines de la plantePeganum harmalaL. On a utilisé
chromatographie sur couche mince (CCM) puisqu'elle est I’'une des méthodes habituelles pourla
séparation et la purification des différents constituants d'un extrait végétal et qui est plutotsimple

a mettre en ceuvre.

Les résultatsreprésentés dans les figures, et les tableaux suivants :
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Figure 16:Les plaques de Sycilia (CCM).

Tableau 5:Présenter la migration des spots:
N° des systémes de Extrait brute

solvants
Les graines
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1

Acétate-chloroforme

(7:3)

2
Heptane-acétate

(2:8)

Tableau 6: Présenter la migration des spots:

N° des systemes de

solvants

N° des
spots

~N o o1 B~ W NP

A W N -

Couleur
s des
spots

Bleu
Violet
Vert
Violet
Marron
Rose

Violet

Bleu
foncé

Bleu
claire

Mauve

Bleu
claire

RF

0.2
0.23
0.69
0.84
0.89
0.97

0.41
0.58
0.74
0.92

N° Couleurs
des des spots
spots

Bleu
Bleu
Vert

A W N P

Bleu

Bleu claire
Bleu claire
Bleu foncé
Bleu claire

Bleu claire

o o1 A W N

Bleu claire

Extrait brute

Les graines

RF

0.17
0.21
0.64

0.37
0.45
0.58
0.72
0.81
0.89
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N°  Couleur RF N° Couleurs RF
des s des des des spots
spots spots spot
S
3 1 Bleu 0.26 1 Bleu claire 0.32
Methanol- 2 Mauve 0.41 2 Bleu claire 0.38
chloroform Vert 3 Bleu claire 0.51
3 claire 0.5 ,
4 Bleu foncé 056
(3:9) 4 Bleu 0.56 . ’
fiancé } 5 Bleu claire 0.68
5 Vert 0.63
4 1 Bleu 0.32 1 Bleu claire 0.39
Claire 2 Bleu foncé
0.5
Heptane-acetate 2 Bleu 0.42
(2:6) claire 3 Rouge 0.58
’ 3 Bleu 052 4 Vert claire
, 0.85
foncé
4 Bleu 0.84
claire

R/
L X4

K/
°e

Dans le solvants N°1 Acétate-chloroforme (7.3), le nombre des spots sont différents. Ils
se trouvent une grande et différents distance entre les spots, Nous observons les spots
obtenues (7 spots) trés claire d’extrait brute. Pour I’extrait aqueuse, On observe les 3
spots sont bleus et d’autres vert claire, donc I’apparition des spots sont tres faibles.

Dans le solvants N°2 Heptane-acétate (2.8). Les nombres des spots sont des mémes
couleurs bleus sont (Foncé et ciel) a part une couleur Mauve, la distance entre les spots
sont trés proches et leur apparition trés faible pour ’extrait brute. Pour I’extrait aqueuse
les spots sont tout blues claire sauf une couleur Foncé. Donc I’apparition des spots sont
trés faibles.

Dans le solvants N°3 Méthanol-chloroform (3.9), les spots sont différents dans les 5 spots
Donc l'apparition des spots obtenus sont claire et net, leur distance entre eux trés

variables dans 1’extrait brute. Pour I’extrait aqueuse. Les nombres des spots sont des
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mémés spots (bleu claire) a part bleu foncé. La distance sont trés proches donc
I’apparition sont faibles par rapport I’extrait brutes.

% Dans le solvant N°4 Heptane-acétate (2.6), les spots sont tout de méme couleur bleu
claire sauf la couleur foncée donc I’apparition des spots sont trés faibles et proches entre
les distances des spots pour I’extrait brute. Pour I’extrait aqueuse, les spots sont
clairement apparus et différents (4 spots), la migration entre des spots sont loin de I’'un a

[’autre.

D’apres les systémes étudies le meilleur systéme, le plus efficace qui nous montrons le résultat
des spots de CCM (Chromatographie sur couche mince) des extraits, le systeme représentent est

le systéme Acétate-chloroform (7.3).

11.3. Résultats des activites biologique de la plante Peganum harmalaL :

11.3.1. Activité antioxydant :

Dans notre travail nous avons étudié ’activité antioxydant de I’extrait hydro-méthanolique et
aqueux pour déterminer ’extrait le plus actif. Nous avons utilisé un test a savoir : ’effet
scavenger d’un antioxydant sur le radical 2,2-diphényl1-1-picryl-hydrazyl (DPPH) le tableau

suivant représente les valeurs des concentrations obtenues :

Tableau 7:Les résultats de 1Cs0:

Aquesse méthanolique

1Cso 84,64 75,32
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Figure 17 : concentration d'inhibition 50 %.
Les valeurs obtenues nous ont permis de tracer la courbe qui représente les variations de
pourcentage d’inhibition en fonction de la concentration d’extrait méthanolique, la détermination
graphique de ICso se fait a partir de la courbe, qui constitue I’activité antioxydante de I’extrait
méthanoliqgue de Peganum harmala.La valeur 1Cso (inhibition concentration 50) présente la
concentration d'inhibition nécessaire pour balayer 50% des radicaux libres.L’ICso est

inversement proportionnel a la capacité antioxydante d'un compose, cela veut dire quela valeur
de 1Csp la plus faible correspond a l'activité anti radicalaire la plus importante. Les valeurs d’1Csg

de I’extrait méthanolique de Peganum harmala L. ET de I’extrait Aquesse sont déterminees

graphiquement comme c’est présenté dans la (figure 17).

L’extrait méthanolique de Peganum harmala rend le radical libre stable (2.2 diphenyll-
picrylhydrazyl) au diphenyl-picrylhydrazine jaune-coloré avec un ICso de 75, 32ug/ml montrant
une activité tres forte que le standard, I’extrait aqueuse qui ramene la stabilit¢é au DPPH avec un
ICso de 84, 64 pg/ml. D’aprés ces résultats nous prouvons que l’acide Aquesse reste
’antioxydant le plus efficace par rapport a ’extrait méthanolique de la plante étudiée.

De méme, Khlifi et al. (2013) ont trouvé aussi pour la méme plante que I’ICso de I’extrait
méthanolique est plus élevé a I'lCso de I'acide ascorbique (70,16 vs 3,89 pg/ml). D’autres

études menées par Ouzid et al. (2018) ont révélé que I’extrait fongique brut des

mycoendophytes foliaires isolés a partir des feuilles saines de Peganum harmala de la région
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dayateAiat a une 1Csp de 6,15 mg/ml par rapport a I’acide ascorbique qui a I1Cso de 0,127 mg/ml.
En effet, plusieurs études ont démontré I’existence d’une relation étroite entre le contenu en

polyphénols du matériel végétal et sa capacité antioxydante (Burda et Oleszek, 2001; Vinson et
al., 1995).

Plusieurs méthodes ont été utilisées, dans des travaux précédents, pour déterminerl’activité
antioxydante des plantes (Baghiani et al., 2012). Dans notre travail on a étudel’effet piégeur des
radicaux libres évalué par le test du DPPH, pour évaluer I’activitéantioxydante de graines de
Peganum harmala. Le DPPH est un radical libre synthétique decouleur violée foncée. C’est le
radical le plus utilisé dans ’analyse de I’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 antiradicalaire,
spectrophotométriquement, en mesurant toute diminution d’absorbancede DPPH.

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

En présence de composés anti-radicalaires capables de donner un électron ou un
atomed’hydrogéne, le radical DPPH est réduit conduisant donc a leur neutralisation en un
composénon radicalaire (DPPH-H) de couleur jaune péle. De ce fait, la couleur va se changer du
violetau jaune et I’absorbance sera diminuée (Kubola et Siriamornpun, 2008).
L’activitéantioxydante des extraits est exprimée en ICso, Ce parametre a été employé par
plusieurschercheurs pour présenter leurs résultats (Abdulmajed et al., 2005 ; Ranga et al.,
2009). Lesrésultats obtenus ont révélé une importante activité anti-radicalaire des extraits de
Peganumharmala envers le DPPH. La comparaison de ces valeurs avec celle des
antioxydantsstandards (Vitamine C) avec ICso : 1.009 + 0.02 pg/ml. D’aprés Talang (2008) la
vitamine Caide a protéger les cellules du stress oxydatif en fournissant continuellement des
électrons, quice lien chimiquement aux cellules et neutralisent les radicaux libres. EEt présente
I’extrait leplus actif (IC50 : 61.64 = 1.26 pg/ml) puis EHm (IC50 : de 93.38 +2.08 pg/ml). Une
étudemenée par Razzagui (2012) sur Peganum harmala a montré des ICsp 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 plus riche en polyphénols donc la
capacité de piéger les radicaux DPPH est trés élevée. Nosrésultats sont cohérents avec de

nombreux travaux (Ismail et al., 2010). L’activité anti-radicalaire est peut-étre liée a la présence
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des polyphénols et des flavonoides dans ces extraits.

Ce dernier réagit avec le radical DPPH en réduisant un nombre égal aux groupementshydroxyles
portés par la molécule de ’antioxydant (Bondetetal., 1997). La capacité deréduction est
proportionnelle a I’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 desactivités antioxydantes
nettement inférieures a celles du produit de référence (acideascorbique). Cela confirme la
validité et la crédibilité de nos résultats. La voltampéremetrecyclique c'est une méthode tres
facile et reproductible utilisée pour évaluer I'effet de l'activitéantioxydante des différents extraits

sur l'oxygéne.

Le présent travail est axé sur la recherche des substances naturelles 1’activité antioxydantes, est

réalisée sur les graines de Peganum harmala.

111.3.2. Activité bactérienne :

Figure 19: Les souches des bacteries E.coli.
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Figure 21: Les souches des bacteries Staphyloccus aureus.

Tableau 8:Diamétre de zone d’inhibition de différents extraits de plante Péganum harmale L.

sur la croissance de Staphylococcus aureus, E. Coli, Bacillus cereus, Pseudomonas aeurginosa

Souches Concentrations

Staphylococcus aureus
E. Coli
Bacillus cereus

Pseudomonas aeurginosa

Diameétre de zone d’inhibition en cm

16 mg/mi 8 mg/ml 4 mg/ml
1.7 1.5 1.3

4.1 2.8 0

2.8 2.3 0

0 0 0

2 mg/ml

0.9

sensibilité

++++

++

++
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L’extrait méthanolique de Peganum harmalaL présente un effet inhibiteur limité sur

certain souches testées Escherichia coli,Staphylococcus aureus,Bacillus.

L’inhibition la plusimportante est obtenue avec la souche Escherichia coliavec un diametre
d’inhibition moyen de 4.1 cm.Lesdiamétres d’inhibition moyens enregistrés pour les autres

souches bactériennes sont de 1.7 cm pourStaphyloccus, 3cm pour Bacillus,

En revanche, nos résultats montrent que I’extrait méthanolique de P. harmala n’a aucun effet sur

Pseudomonas. (Figure 22)

Les résultats mettent en évidence que I’extrait méthanolique a manifesté une activité limité vis-
a- vis des Gram+ et Gram-. L’activité antibactérienne observée de 1’extrait méthanolique de P.
harmala pourrait étre attribuée selon les concentrations d’extrait c’est-a-dire la présence de la
grande quantité des polyphénols dans cet extrait (Edziriet al., 2010). Donc a chaque fois la
concentration diminue, la zone d’inhibition va réduire (cette observation a partir de la Figure
19). En effet, la littérature rapporte que l'analyse chimique des extraits de la plante révele la
présence des composes tels que les alcaloides, les tanins les flavonoides dont les propriétes

antimicrobiennes ont déja été démontrées (Tahrouch et al.,2002).

Contrairement a nos résultats,Ghanya (2015) montre que chacune des quatreconcentrationsde
I’extrait méthanolique de Peganum harmala L a une activité assez bien définie sur la croissance
de la souche Bacillus subtilisavec des diamétres d’inhibition de 2017, 15, 13mm respectivement.

Mais E. coli est résistant vis-a-vis de cet extrait.

En revanche, Behidj-Benyounes et al. (2015) ont trouvé qu’E. Coli et P. aeruginosa sont tres
résistants a I’extrait éthanolique des feuilles de P. harmala.Cependant, B. subtilus représente une

forte sensibilité a cet extrait avec un diamétre d’inhibition de 20.66mm.
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Conclusion :

Peganum harmala L, connue également par Harmel, est une plante largement utilisée dans la
meédecine traditionnelle algérienne pour traiter une variété de troubles, grace a son contenu en

métabolites secondaires.

Les plantes médicinales restent toujours la source fiable des principes actifs connus par leurs
propriétés thérapeutiques. Leur utilisation est en progression constante, étant donné la toxicité et
les effets secondaires indésirables des molécules de synthése.

Dans le présent travail, nous avons déterminé le rendement différent extraites, activité
antioxydant et les des propriétés antibactériennes de la partie graines de I’espéce Peganum

harmalaL. récoltée de la wilaya de M’sila.

La détermination du rendement en extraits a montré que les rendements d’extractions varient en
fonction du solvant utilise les graines du notre plante. Les bons résultats sont remarqués chez
I’extrait méthanolique brut desgraines avec un pourcentage de 38.08% et d’extrait Aquesse avec

un pourcentage de 29.05%. Et I’extraction de coumarine 9.46%.

L’analyse de chromatographie CCM indique la présence des déférents composés phénoliques
dans les différents extraits de notre plante Peganum harmalaavec différents nombres des spots et
des couleurs avec des 4 systemes solvant. Le systeme N°1 (le systeme Acétate-chloroform

(7.3)est le systéeme qui donné une meilleure séparation des molécules avec 07 spots.

Les résultats montrent que I’extraitméthanolique possedent une activité antioxydant bien
intéressant dans la partie des grains avec une 1Cs0=75.32 et 1C50=84.64 pour I’extrait aqueuse

respectivement.

L’activité antibactérienne des extrais est mis en évidence par la méthode de diffusion ou
aromatogramme en présence de 4 especes bactériennes pathogénes : Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtillus, EColi. Les souches sont résistantes au d’extrait

testés qui est peut-étre due a plusieurs facteurs tel que la méthode d’extraction.

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.
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Nous concluons que le Peganum harmala est une plante riche en polyphénols et flavonoides, ce
qui en fait l'une des plantes médicinales les plus importantes pour traiter une variété des troubles,
utilisée comme un anti-inflammatoire, elle posséde également une forte activité
antioxydante.Enfin, il serait intéressant de mener une étude plus approfondie sur cette plante et
autres plantes médicinales afin d’isoler, de purifier et identifier les principes actifs ayant des

activités biologiques.
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Matériels et produits utilisés :

Matériels

Produits

e Becher

e Erlenmeyar

Pipette Pasteur

Burette

Balance

Agitateur/ plague chauffante
Vortex

Ballon

Ampoule a décantation
Micropipette
Ependove

Plaque de CCM

L’eau distillé

Méthanole MeOH
Chloroform CHCH3
Acide chlorohudrique Hcl
Hydroxyde d’ammonium NH4-
OH

Acétate d’éthyle

DPPH

DMSO

Geélose nutritive

Heptane

Méthode d'activité antioxydant.




Des plaques de Sycilia.




Résumé :

L'harmel estconsidéré comme l'une des plantes utilisées dans la médecine traditionnelle
algérienne. La consommation de ses graines agit comme anesthésique et antispasmodique. 11 est
également utilisé dans certains cas pour traiter les rhumatismes, l'asthme et le diabete.
Le but de cette étude est d'estimer la quantité de composés phénoliques tels que les flavonoides
et les coumarines présents dans la plante qui sont obtenus par extraction par certains solvants
chimiques tels que le méthanol et le chloroforme et avec de l'eau distillée. Ces extraits sont
appelés extrait meéthanolique et extrait d'EBG. brute méthanolique et aqueuse Elle permet
d'étudier I'effet des antioxydants a l'aide de DPPH, et d'étudier I'effet des antibactériens sur
quatre souches bactériennes:E.coli ,Staphylocoque ,Pseudomonas Bacillus.
Ou les résultats ont conduit a ce que I'extrait méthanolique et aqueux de rue avait un effet
antibactérien significatif contre les souches bactériennes, & I'exception de la souche
Pseudomonas,quin’a enregistré aucun effet.

Les mots clés:Péganum harmala,Antioxydante, Antibactérienne DPPH,
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Abstract:

Harmel is considered one of the plants used in traditional Algerian medicine. Consumption of its
seeds acts as anaesthetic and antispasmodic. It is also used in some cases to treat rheumatism,
asthma and diabetes.

The purpose of this study is to estimate the amount of phenolic compounds such as
flavonoids and coumarin present in the plant that are extracted by certain chemical solvents such
as methanol and chloroform and distilled water. These extracts are called methanol extract and
EBG extract. Raw methanol and aqueous,it allows studying the effect of antioxidants using
DPPH, and to study the effect of antibacterials on four bacterial strains: E.coli, Staphylococcus,
and Pseudomonas Bacillus.

Where the results led to the methanol and agqueous street extract having a significant antibacterial
effect against bacterial strains, with the exception of the Pseudomonas strain, which recorded no
effect.

Key words:Péganum harmala, Antioxidant, Antibacterial DPPH,.
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