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Ce travail s’inscrit dans le cadre de I'étude de I'activité antibactérienne et antioxydante
des plantes aromatiques et médicinales de la flore algérienne. Pour cela, nous sommes
intéressées a 1’étude d’une espéce endémique des steppes algeriennes qui est, en 1’occurrence,
Peganum harmala. II s’agit d’une plante largement utilisée dans la médecine traditionnelle
algérienne pour traiter une multitude de troubles de santé. La présente étude avait pour
objectif d’investir les activités antibactérienne et antioxydante de I’extrait méthanolique de

Peganum harmala récoltée dans la région de Tébessa.

Pour atteindre ces objectifs, différentes étapes ont été suivies : I'extraction des
composés phénoliques par 1’utilisation des solvants organiques de polarité croissant. L’étude
de I’activité antioxydante a été faite, in vitro, selon la méthode de piégeage du radical libre
DPPH, de facon quantitative par spectrophotométrie UV-Visible, en comparaison a un
antioxydant standard, la Vitamine C. L’évaluation de I’activité antibactérienne de 1’extrait
méthanolique in vitro a été réalisée par la méthode de la diffusion en milieu gélosé, vis-a-vis

de six souches bactérienne (03 E. coli, 01 S. aureus et 01 P. aeruginosa et 01 Bacillus sp.).

Les résultats montrent que I'extrait méthanolique présente un rendement remarquable
(11,82 %). Un effet piégeur notable du radical DPPH a été également signalé par 1’extrait
méthanolique (IC50 =923,33ug/mL). L’¢tude antibactérienne de cet extrait a révélé une action
inhibitrice evidente sur la croissance des germes testés. Staphylococcus aureus est le plus

sensible a I’extrait méthanolique de Peganum harmala.

Ces résultats mettent en lumieére 1I’importance et 1’utilisation particuliére de Peganum

harmala en médecine traditionnelle.

Mots clés : Peganum harmala, DPPH, activité antioxydante, activité antibactérienne.
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This work is part of the study of the antibacterial and antioxidant activity of aromatic
and medicinal plants of Algerian flora. For that, we are interested in the study of an endemic
species of the Algerian stepes which is in this case Peganum harmala. It is a plant widely
used in traditional Algerian medicine to treat a miltitude of health disorders. The purpose of
this study was to invest the antimicrobial and antioxydant activites of the methanolic extract
of Peganum harmala harvested in the Tébessa region.

To achieve these objectifes, various steps were followed: the extraction of phenolic
compounds by the use of organic solvents of increasing polarity. The study of the antioxidant
activity was done in vitro by the DPPH free radical scavenging method quantitatively by UV-
Visible spectrophotometry in comparaison with a standard antioxidant, vitamin C. The
evaluation of the activity atibacterial action of the methanolic extract in vitro was carried out

by the diffusion method in agar medium with respect to six bacterial strains.

The results show that the methanolic extract represents a remarkable yield (11, 82%),
a notable scavenging effect of the DPPH radical was also reported by the methanolic extract
(IC50 = 923, 33 ug/ml). The antibacterial study of this extract was raised an obvious
inhibitory action on the growth of the tested germs. Staphylococcus aureus is the most

sensitive to the methanolic extract of the Peganum harmala.

These results highlight the importance and the special use of Peganum harmala in

traditional medicine.

Keys words: Peganum harmala, DPPH, antioxidant activity, antibacterial activity.
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INTRODUCTION




Dtroduction

Les plantes médicinales constituent un patrimoine précieux pour I’humanité et, plus
particulierement, pour la majorité des communautés démunies des pays en voie de
développement qui en dépendent pour assurer leurs soins de santé primaires et leurs
subsistances. Elles utilisent la plupart des espéces végétales, tant ligneuses qu’-herbacées
comme médicaments. Une croyance bien répandue est que toute plante soigne. Selon
I’Organisation Mondiale de la Sant¢ (OMS), plus de 80% des populations africaines ont
recours a la médecine et a la pharmacopée traditionnelle pour faire face aux probléemes de
santé (Salhi et al., 2010). L’Algérie a I’'image de nombreux pays, posséde une réserve de
remedes a base de plantes, de savoir et savoir-faire qui s’inscrivent dans le cadre de la

médecine traditionnelle & usage humain mais, aussi, véterinaire (Belkhiri et al., 2011).

L’utilisation des molécules antioxydantes de synthése est actuellement remise en cause
en raison des risques toxicologiques potentiels. Désormais, de nouvelles sources végétales
d’antioxydants naturels sont recherchées. En effet, les polyphénols sont des composés naturels
largement répandus dans le régne végétal qui ont une importance croissante, notamment,
grace a leurs effets bénéfiques sur la santé. Leur role d’antioxydants naturels suscite de plus
en plus d’intérét pour la prévention et le traitement du cancer, des maladies inflammatoires et
cardiovasculaires. Ils sont également utilisés comme additifs en industrie agroalimentaire,
pharmaceutique et cosmétique. Des recherches scientifiques ont été développees pour
I’extraction, 1’identification et la quantification de ces composés a partir des différentes
sources telles que les cultures agricoles et horticoles ou les plantes médicinales (Talbi et al.,
2015).

En Algérie, comme dans les autres pays en voie de développement, les maladies
infectieuses et parasitaires constituent un probléme de santé publique a cause de leur
fréquence et de leur gravité. La situation est plus préoccupante a cause de 1’apparition des
souches des micro-organismes antibiorésistants et 1’émergence des infections non communes
qui compromettent les traitements a 1’aide des médicaments existants. Face a ces nombreux
obstacles que présente 1’utilisation des antibactériens disponibles, il est indispensable de
rechercher de nouvelles substances antibactériennes efficaces. Une des stratégies pour cette
recherche consiste a explorer les plantes utilisées en medecine traditionnelle. Ces espéces
végétales ayant une grande importance pour la santé des populations méritent d’étre étudiées

scientifiqguement pour leur meilleure utilisation (Basli et al., 2012).




Parmi les plantes médicinales qui constituent le couvert végétal Algérien, se trouve La
famille des Zygophyllacées. Cette famille est largement représentée dans les régions arides et
semi-arides du globe. P. harmala est trés réputée pour sa richesse exceptionnelle en alcaloides
ce qui la classe parmi les plantes hallucinogenes a effets psychotropes. Ces alcaloides
possedent diverses activités biologiques : analgésiques, diurétiques, anthelminthiques

antiprolifératives, abortives, antimicrobiennes (Tahrouch et al., 2002).

C’est dans ce contexte que s’inscrit la présente étude dont I’objectif essentiel consiste
a évaluer l'activité antioxydante et I’activité antibactérienne de 1’extrait méthanolique des

parties aériennes de Peganum harmala L. Pour cela, nous avons fixé les buts suivants :

» L’étude de I’effet piégeur de 1’extrait méthanolique des parties aériennes de
P. harmala L., envers le 2.2-diphényl-1-picryl-hydrazyl (DPPH).
» L’étude antibactérienne de 1’extrait méthanolique par la méthode de diffusion
en milieu gélosé.
Le présent travail se divise en deux parties :
e Une recherche bibliographique réalisée sur la plante étudiée, les composes
phenoliques des végétaux et la détermination de leurs activités biologiques.

e Une partie expérimentale dont laquelle nous décrivons le matériel et les

méthodes utilisés, les résultats et leur discussion et, enfin, une conclusion.
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I.1. Peganum Harmala
1.1.1. Définition

Peganum harmala L. connu sous le nom de Harmel ou Rue sauvage, est I’une des
plants plus utilisées en médecine traditionnelle pour ses différentes vertues (Sanae et al.,
2012).

C’est une plante appartenant a la famille des zygophyllacées. Les plantes appartenant
a cette famille, sont trés reconnaissables a I’aspect de ses herbes arbustes, ou arbres, elles ont
des feuilles stipulées, trés polymorphes. Les fleurs de 4 a 5 méres, la corolle est également de
4 a 5 meres et parfois nulle. Généralement, les plantes renferment 10 étamines, le plus
souvent, a stipules unies, un ovaire de 4 a 5carpelles, a un ou plusieurs ovules par loge. Ses
fruits, sont en général, capsulés, loculicides, ou septicides, se dissociant en coques, parfois
bacciformes, ou drupacés (Quezel et al., 1963). Les zygophyllacées, dans la classification de
Sheahan et Chase, constituent une famille avec environ 285 espéces, qui se subdivisent en
cing sous familles et 27 genres (Sheahan et Chase, 1996 ; Sheahan et Chase, 2000). Elles
sont largement distribuées dans les zones arides, semi arides, les terrains salés et les Paturages
désertiques (Quezel et al., 1963 ; Sheahan et al., 2000).

Peganum harmala L. est une plante vivace, a fleurs blanc jaunatre (Figure 01 et 02).
C’est une plante herbacée du pourtour méditerranéen (Habbachi et al., 2013). Plante glabre
rameuse, segment des feuilles, linéaire, aigus pétoblongs, elliptiques, dépassant un peu le
calcie, quelquefois un peu plus courts, capsule érigée, sphérique déprimée au sommet
(Salehian et al., 1973).

Figure 01 : Arbuste de Peganum harmala (photo personnelle).
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Herbacée buissonnante de 30 a 90 cm de hauteur, les fleurs sont blanches avec des
sépales persistants qui dépassent la corolle; les graines et les racines contiennent 4
alcaloides : I’harmaline, 1’harmine, 1’harmalol et les péganine (Henry, 1949). Elle se
développe dans les zones sahariennes du Nord du continent Africain et se prolonge jusqu’au
Nord de I’Inde et au Nord de la Chine (Abbassi et al., 2003).

| £ " / Peganum harmala L.
i - “’,_ 74 '
PR
Y <)
Grains

Figure 02 : Différents partis de Peganum harmala (schultes atlas).
1.1.2. Classification

Selon Angiosperm Phylogeny Group (2009) la classification de Peganum harmala est

comme suit : (Moghadam et al., 2010).

> Reégne: Plantes

» Embranchement : Spermaphytes

» Sous embranchement : Angiospermes

» Classe : Malvides

» Ordre : Sapindales

> Famille Nitrariacées

» Genre Peganum

> Espece Peganum harmala L.
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1.1.3. Noms vernaculaires

Peganum harmala est connu sous différents noms vernaculaires : Harmel, Bender

tiffin, rue sauvage, rue Verte, ou encore rue de Syrie (Sanae et al., 2012).

1.1.4. Répartition géographique

Il s’agit d’une plante qui pousse a 1’état spontané dans les régions steppique et semi
Arides (Baikiri et al., 2016). Peganum harmala (zygophyllacées) est une plante abondante
dans les zones arides méditerranéenne Maroc oriental, Sahara Septentrional, hauts plateaux
Algériens, Tunisie, Lybie et Egypte (Habbachi et al., 2013). elle se trouve de facon
abondante dans les zones subdésertiques de 1’Afrique du Nord et dans certains régions de

I’Europe méditerranéenne (Sanae et al., 2012).

1.1.5. Culture et récolte de Peganum harmala L.

En raison de I’importance économique et médicinale de Peganum harmala L., la
culture de cette espéce devient de plus en plus nécessaire. Elle exige des endroits ensoleillés
une terre légére et riche. Les graines doivent étre bien mélangées avec un sol moitié sable
moitié terreau, légérement humide et bien drainé durant les mois avril et mai. Les graines
sont mises a une profondeur de 5 a 10mm sous le sol, et germant ensuite en quelques jours
parfois quelque semaines. La premiére année, la culture est réalisée dans des pots, en évitant
I’exposition directe au soleil et les gelés de ’hiver. La croissance de ces plantes est rapide
dans les climats chauds. Une grande partie d’efficacit¢é de 1’harmel, dépend du stade de
développement et la Période de la récolte. Les graines sont récoltées lorsque les capsules des
fruits murissent. Les racines peuvent étre récoltées a 1’automne, puis sont coupées en
morceaux et séchées au soleil. Apres le séchage, 1’herbe doit étre stockée dans un endroit sec

et frais pour une meilleure exploitation (Psychonaut, 2006).

1.1.6. Utilisations traditionnelles et meédicinales

Dans les pays arabes, les graines de Peganum harmala sont utilisées depuis longtemps
Comme : nacrotique, antihelmithique, antispasmodiques contre le rhumatisme et 1’asthme.
Cette utilisation des graines est due a la richesse de celle-ci en alcaloides dont les plus
Importants sont 1’harmine, I’harmaline, 1’harmol et 1’harmalol, elle présente une activité
Antivirale (Habbachi et al., 2013). L’usage de harmel est rencontré dans les diarrhées, les

douleurs intestinales, L’impuissance sexuelle ; les femmes ont recours a cette plante pour
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traiter la sterilité (Bousliman et al., 2012). Elle est aussi utilisée en pharmacologie et elle est
antimicrobienne (Abbassi et al., 2003).

Peganum harmala est utilisé comme analgésique, anti inflammatoire et pour traiter la
dépression. Il a éte établi au laboratoire que 1’harmaline est un ingrédient actif du Peganum
harmala. C’est un stimulant du systeme nerveux central et un inhibiteur réversible de la
MAO-A (mono-amine-oxydase A), une catégorie d’antidépresseurs. La fumée des graines tue

les algues, les bactéries, les parasites intestinaux et les moisissures.

Peganum harmala a une activité antibactérienne contre les bactéries résistantes aux
médicaments. La racine de cette plante est appliquée pour tuer les poux et les graines tuent les
insectes. 1l inhibe également la reproduction du coléoptére Tribolium castaneum. Il est

également utilisé comme anthelminthique (pour expulser les vers parasitiques).

Apparemment, les Grec anciens utilisent les graines de Peganum harmala en poudre
pour debarrasser des ténias et pour traiter la fiévre récurrente (paludisme). Il est aussi un
aboratif et en grand quantité il peut réduire la spermatogenese et la fertilité chez le rat (Al-
Shamma et al., 1981).

1.1.7. Toxicité

P. harmala est une espéce toxique pour les animaux et pour les humains. Elle est
hallucinogéne et psychoactive, responsable de la paralysie du systéme nerveux et de I’arrét
respiratoire et susceptible de provoquer I’interruption de la grossesse chez les femmes
(Abbassi et al., 2003). Les doses toxiques entrainent un abaissement de la pression artérielle
dd en grande partie a la faiblesse du muscle cardiaque et d’une chute de la température
corporelle (Goulthard, 1934). Une dose de 2,5 g de graines de Peganum harmala L. entraine

des troubles visuels et des troubles circulatoires (Bousliman et al., 2012).
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1.1.8. Etude phytochimiques de Peganum harmala
Le tableau 01 montre les résultats des tests phytochimiques effectuée sur les feuilles
de Peganum harmala (Behidj-Benyounes et al., 2015).

Tableau 01 : Teste phytochimiques de Peganum harmala

Meétabolites Feuilles
Alcaloides +++
Anthocyanes +
Coumarines 4+
Flavonoides +
Glucosides -
Leuco anthocyanes +
Quinones :

Quinones libres +
Quinones combinés -
Saponosides +++
Tannins catéchétiques +
Tannins galliques -

() : Nulle. (+)/Faible. (++): Moyennement riche. (+++): Riche.

Les résultats obtenus a partir de 1’étude phytochimiques des feuilles de P. harmala
montrent que les principaux composés majeurs présents en grande quantité sont les alcaloides.

Ils sont suivis par les coumarines et les Saponosides.

Les flavonoides, les anthocyanes, les leuco anthocyanes, les quinones libres et les
tannins catéchétiques viennent avec des faibles quantités. Les autres composants a savoir les
glucosides, les quinones combinées et les tannins galliques sont totalement absents (Behidj-

Benyounes et al., 2015).
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1.2. Activités biologiques

1.2.1. Activité antioxydant

1.2.1.1. Stress oxydant

Le stress oxydants se définit par un déséquilibre entre la production d’especes

radicalaires de 1’oxygene (ERO) et les capacités cellulaires antioxydants (Figure 03). 1l est la

principale cause initiale de plusieurs maladies. C’est le facteur potentialisant 1’apparition des

maladies plurifactorielles tels que le diabéte, la maladie d’Alzheimer, les Rhumatismes et les

maladies cardiovasculaires (Alain et al., 2011).

Endogénes

NADPH oxvdase.
Chaine respiratoire
mitochondnale.
Peroxysomes,
Cytochrome Pysp,
Xanthine oxydase,
Cyclo-oxvgénases,
Lipo-OXygénases.

Sources d’EOR

Exogénes

Toxiques
environnementaux,
Radiations 1omsantes
et UV, Champs
électriques,
Xénobiotiques pro-
oxydants, Cytokines
pro-inflammatoires

. —— A

Y gl

Systemes antioxydants
-

Enzymatiques Non enzymafiques
Superoxyde Glutathion,
dismutase, Vitammes C_ A E,

Catalase, Ubiquinone,
Glutathion Lipoate,
peroxydase Pyruvate,

Polyphénols
alimentaires.

L C—

Figure 03 : Balance radicaux libres / antioxydants (NKhili, 2009).

1.2.1.2. Radicaux libres

Les radicaux libres jouent un réle important dans la vie et la mort de la cellule. Ce sont

des électrons instables non appariés dans leur enveloppe extérieure et peuvent devenir trés

réactifs (Noori, 2012). Ces radicaux libres sont produits par divers mécanismes

physiologiques, car ils sont utiles pour I’organisme a dose raisonnable. Cependant, leur

production peut devenir excessive ou résulter de phénomeénes toxiques exogenes et

I’organisme va devoir se protéger de ces exces par différents systémes antioxydants (Favier,
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2003). Les espéces réactives de 1’oxygéne sont les dérives de 1’oxygene cellulaire, produit
constamment dans notre corps. Les ROS comprennent les super oxydes O, les peroxydes
d’hydrogéne H,0,, Ioxygéne singulet 'O, et les ions hydroxyles OH". Le stress oxydatif est
également produit par les espéces réactives de 1’azote, qui comprennent le nitrate, le nitrite, le

dioxyde nitrique, I’oxyde nitrique et le peroxynitrite ONOO" (Noori, 2012).
1.2.1.3. Espéces réactives de I’oxygéne

Les especes réactives de I’oxygéne (ERO) tels que 1’oxygene singulet, le radical
hydroxyle et le peroxyde d’hydrogéne sont des molécules partiellement réduit et fortement
toxiques, elles sont responsables des dégats cellulaire et tissulaire souvent irréversibles dont
les cibles biologiques les plus vulnérables sont les protéines, les lipides et I’acide
désoxyribonucléique. Ces espeéces oxygénées sont produit par I’organisme au cours des
réactions métaboliques normales des cellules. D’un autre coté I’exposition environnementale
a divers facteur (tabac, polluants, alcool, pesticides synthétise) augment leur production.
(Amarti et al., 2011). Les ERO seraient également impliquées dans les maladies
neurodégénératives et début tardif, notamment la maladie d’ Alzheimer, ou la mort neuronale
pourrait étre liée a un phénoméne d’apoptose impliquant les radicaux libres. Elle semble
également jouer un réle non négligeable dans la cancérogenése, puisque ces especes peuvent

étre responsables de mutations dans I’ADN (Monique et al., 2003).
1.2.1.4. Systeme de défense antioxydant

+* Antioxydants

Le terme antioxydant fait référence a toute molécule capable de stabiliser ou de
désactiver les radicaux libres avant qu’ils n’attaquent les cellules. (Rahman, 2007). D’ une
maniére générale, les antioxydants sont des molécules susceptibles d’inhiber directement la
production, de limiter la propagation ou de détruire les espéces actives de I’oxygene (Figure
04). lls peuvent agir en réduisant ou en dismutant ces especes, en les piégeant pour former un

composé stable (Favier, 2003).
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Détruire  les Piéger les Protéger les
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Empécher I’activation Réduire les
des cellules ou des Complexer le fer peroxydes
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Figure 04 : Mécanisme d’action du systéme antioxydant (Favier, 2003).
a. Antioxydants endogénes

» Antioxydants enzymatiques

e Superoxyde dismutase (SOD)

Ces metalloprotéines, qui représentent une des premiéres lignes de défense contre le
stress oxydant, assurent 1’élimination de 1’anion superoxyde par une réaction de dismutation
en le transformant en peroxyde d’hydrogene et en oxygene (Haleng, 2007).

e Lacatalase

La catalase se trouve dans les peroxysomes essentiellement. Elle assure la
transformation en eau et dioxygene du peroxyde d’hydrogeéne H,O, pour le quelle elle a une
moins fort affinité que le GPX. Cette enzyme est abondante dans le foie et les globules
rouges. Elle se retrouve préférentiellement dans les peroxysomes et en plus faible quantité

dans le cytosol.

2H,0, Cat 2H,0+0, (Powers et Jackson 2008).
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¢ La glutathion peroxydase

La GPX est une sélénoproteine qui réduit les peroxydes en dépens de son substrat
spécifique, le glutathion réduit. Son roéle principal consiste en 1’élimination des peroxydes
Lipidiques résultait de I’action du stress oxydant sur les acides gras polyinsaturé (Haleng,
2007).

» Antioxydants non enzymatique

De nombreux antioxydants non enzymatique sont facilement dosables, tant les
composés hydrophiles, comme la glutathion et I’acide ascorbique (Vitamine C), que les
lipophiles, comme 1’a-tocophérol (Vitamines E), le B-carotene (Vitamine A) et 1’ubiquinol
(Bruno, 2006).

b. Les antioxydants exogenes

En plus des substances propres a 1’organisme, l’alimentation et les plantes sont
¢galement d’importances source d’antioxydants. L’organisme peut tirer profit de nombreux
antioxydants exogenes naturels présents dans son alimentation (pham-Huy et al., 2008 ;
kalam et al., 2012). Le tableau ci-dessous présent que La vitamine E, C, antioxydants de
thiol, caroténoides, flavonoides jouent un role important dans la lutte contre le stress oxydant
(Rahman, 2007).

Tableau 02 : Différents antioxydants et leurs modes d’action.

Antioxydants Mode d’action

C’est un antioxydant hydrosoluble et puissant, joue un réle
Vitamine C important dans la protection des groupes thiol contre 1’oxydation.

C’est une vitamine liposoluble a un réle majeur dans la protection
Vitamine E contre la peroxydation lipidique.

Le principal antioxydant thiol est le tripeptide glutathion GSH, qui
Antioxydant de thiol | €st un antioxydant protecteur contre le stress oxydatif.il est un
cofacteur pour plusieurs enzyme détoxifiantes, récupérer le radical
hydroxyle et I’oxygene singulet.

Il s’agit d’une vaste classe de groupes de métabolites végétaux a
Flavonoides faible poids moleculaire, ont un réle antioxydants; ils peuvent
piéger les radicaux peroxyle et inhibent de fagon efficace Ila
peroxydation lipidique.

Ce sont des pigments colorés présent dans la plantes et les
Caroténoides microorganismes ils peuvent pieger les radicaux peroxy.
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1.2.1.5. Tests d’activité antioxydant
a. Test DPPH

Le composé  chimique  2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle  (a,a-diphényle-p-
picrylhydrazyle) fut I’un des premiers radicaux libre utilisé pour étudier la relation structure-
activité antioxydant des composés phénoliques. Il posséde un électron non apparié sur un
atome du pont d’azote (fig. 1). Du fait de cette délocalisation, les molécules du radical ne
forment pas des diméres, DPPH reste dans sa forme monomere relativement stable a
température ordinaire. La délocalisation provoque aussi la couleur bleu bien caractéristique de
la solution de DPPH. La mesure de I’efficacit¢ d’un antioxydant se fait en mesurant la
diminution de la coloration bleue, due a une recombinaison des radicaux DPPH, mesurable
par spectrophotométrie a 515-518 nm. Dans le cas des composés phénolique, le mécanisme
principal d’action est le piégeage des radicaux libres des par le transfert de I’atome H sur le

DPPH alors transformé en une molécule stable DPPHH (Cristina et al., 2009).

Q2N

N NO,

NO,

Figure 05 : Structure chimique du radical libre DPPH (Cristina et al., 2009).
b. Test FRAP

Le test de la réduction du fer est considéeré comme un test direct et rapide. Il est utilisé
pour mesurer le pouvoir des antioxydants non enzymatiques, et déterminer [’activité
antioxydante des extraits étudies dans un milieu neutre (Oyaizu, 1986). Ce test est basé sur la
réduction des ions [Fe (CN)6]3- (Ferricyanure) a des ions de [Fe (CN)6]4- (ferrocyanure) qui
donne en présence des ions Fe2+ une coloration bleu clair, mesurable a la longueur d’onde
700 nm.

c. TOSC (Total Oxyradical Scavenging Capacity)

Cette méthode, développée par Winston, utilise la réaction d’oxydation de I’acide 2-
céto-4-méthiobutyriqgue (KMBA) en éthyléne par un radical peroxyle. Ce radical est formé a

partir de ’AAPH, et la formation d’éthyléne est mesurée par chromatographie gazeuse. Le
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pouvoir antioxydant d’un composé est évalué par sa capacité a inhiber la formation d’éthyléne

(winston et al., 1998).
1.2.2. Activité antibactérienne

L’essor de la chimie a permis 1’apparition de nouvelles substances antimicrobiennes.
Ces dernieres sont définies comme étant des substances utilisées pour détruire les micro-
organismes ou empécher leur croissance, y compris les antibiotiques et autres agents

antimicrobiens et antifongiques. Ces substances synthétiques ont été employées couramment.

Cependant, en raison du souci majeur des consommateurs de denrées sans additifs
chimiques, la recherche d’additifs naturels, notamment d’origine végétale, s’est développée
particulierement ces derniers années. Par conséquent, 1’utilisation de produits naturels

possédant une activité antimicrobienne s’avére nécessaire (Rozman et Jersek, 2009).
1.2.2.1. Agents antimicrobiens et antibiotiques

On désigne par agent antimicrobien tout agent chimique, physique ou biologique inhibant
la croissance et/ou la survie des micro-organismes (Asada et al., 1998). Ces substances ayant une
affinité pour les cellules des parasites et le pouvoir de les tuer plus fort que les dommages qu'elles
causent a I'organisme; ce qui rendra possible la destruction des parasites sans perturbation sérieuse

de l'organisme (Perry et al., 2002).

Les antibiotiques, au sens strict, sont des produits élaborés par des micro-organismes
mais on inclut généralement parmi eux les dérivés semi-synthétiques et les produits
entiérement synthétiques. La thérapeutique des infections bactériennes se base principalement
sur I’'usage des antibiotiques qui inhibent sélectivement certaines voies métaboliques des
bactéries, sans exercer habituellement d'effets toxiques pour les organismes supérieurs. Cette

propriété les distingue des antiseptiques (Bergogne-Berezin et Dellamonica, 1995).
1.2.2.2. Classification des antibiotiques
Les antibiotiques peuvent étre classes selon :
o |e site d'action sur les agents infectieux (paroi, membrane, acide nucléique et
Protéines).
e les microorganismes qu’ils inhibent (des antibiotiques antimycosiques, anti tumoraux,
antiviraux et anti protozoaires).

e lastructure chimique (Smaoui, 2010).
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1.2.2.3. Mode d’action des antibiotiques

En thérapie, les antibiotiques doivent tuer ou inhiber les micro-organismes sans
détruire nos cellules. En effet, pour pouvoir étre utilisable en pratique clinique, un
antibiotique doit se caractériser par une action spécifique sur les germes visés sans perturber

le fonctionnement des cellules de 1’hdte (Smaoui, 2010).
1.2.2.4. L’effet bactériostatique

C’est un effet au cours de laquelle il ne se manifeste aucune destruction bactérienne on
remarque une inhibition de la croissance bactérienne, croissance qui reprend dés que la
substance disparait. En limitant la croissance bactérienne, la molécule permet aux défenses
naturelles de 1’organisme d’entrer en jeu sans étre dépassées. L’effet bactériostatique d’une
molécule est évalué par la concentration minimale inhibitrice. Pour une souche donnée, la
CMI est la plus faible concentration inhibitrice d’antibiotique pour laquelle il n’a plus des

germes microbiens visibles (Muanda, 2010).
1.2.2.5. L’effet bactéricide

C’est un effet qui se manifeste par une accélération de la mort des bactéries aux
concentrations d’ATB utilisées in vivo ou in vitro; s’il persiste moins de 0,01% de survivants

apres 18 h de culture (Muanda, 2010).
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1.3. Composés phénoliques
1.3.1. Définition

Les composées phenoliques ou les polyphénols sont des molécules naturelles issues du
métabolismes secondaire des végétaux ils sont largement répondus dans 1’alimentation (Bart
et al., 2006).Ces substances naturelles présentes dans les fruits, les Iégumes, les graines, les
fleurs et aussi les herbes ou ils sont contribuent a la couleur et aux propriétés sensorielles
telles que I’amertume et I’astringence. Les types et les concentrations de ces composés
dépendent d’un certain nombre de facteurs : le stade de maturation, le sol, les conditions

climatiques, la culture de la vigne et le traitement auquel elle est soumise (Ojeil et al., 2010).

Les polyphénols présentent des intéréts considéerables en agronomie. Ils jouent un role
important dans les mécanismes de défense de la plante vis-a-vis des champignons et des
prédateurs, comme les insectes et les oiseaux. Il est maintenant reconnu que les composés
phénoliques interviennent aussi dans la santé humaine : lutte contre 1’athérosclérose, action
anticancérigéne, source majeur d’antioxydants naturels permettant de lutter contre le

vieillissement cellulaire (Khady et al., 2010).
1.3.2. Structure et classification des composés phénoliques

Sous la désignation des composés phénoliques on désigne un vaste ensemble de
substances qui possedent un cycle aromatiques portant un ou plusieurs groupements
hydroxyles. Plusieurs milliers d’entre eux ont été décrits et caractérisés chez les vegétaux
grace aux progres des techniques d’analyse (chromatographie, électrophoréses capillaires....).
Ils peuvent étre regroupés en plusieurs classes dont la plupart ont des représentants chez de
nombreux végétaux. Les premiers criteres de distinction entre ces classes concernent le
nombre d’atomes de carbones constitutifs et la structure de base du squelette carboné
(Tableau 03). Dans la vacuole, sont présentes des formes simples et solubles ainsi que des
formes polymérisées plus ou moins solubles (Tannins). Par contre, les formes insolubles
(lignines...) sont directement associées a la paroi. Les acides hydroxybenzoiques jouent un
role important en raison de leur abondance et de leur diversité dans la plupart des organes
végétaux. Les flavonoides ont généralement une trés large répartition chez les végétaux
(Jean-Jacques, 1996).
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Tableau 03 : Principales classes des composés phénoliques

Nombre Squelette de | Classe Exemple Plante
d’atomes de | bases alimentaire
carbone
(exemple)
6 C6 Phénols simples Catéchol
7 Cs-Cy A.Hydroxybenzoiques p- Epices, fraise
Hydroxybenzoiques
9 Ce-Cs A.Hydroxycinnamiques Acide caféique Pomme, P.de
terre
Coumarines Scopoline Citrus
10 Ce-C4 Naphthoquinones Juglone Noix
13 Cs-C1-Cs Xanthones Mangiferine Mangue
15 Cs-C3-Cs Flavonoides Querceétol, cyanidol Fruites,
légumes
Isoflavonoides Daidzeine Soja, pois
N (Ce-C3) n Lignines Fruits a
noyaux
N (Cis) n Tannins Raisin rouge,
kaki

1.3.2.1. Non flavonoides

a. Acides phénoliques

Les acides phénoliques constituent I'une des principales classes des métabolites

secondaires présents dans les plantes. Ils sont largement répandus dans les plantes. Ils dérivent

de l’acide hydroxybenzoique ou de I’acide hydroxycinnamique. Ils contiennent un cycle

benzéne hydroxylé (Heim et al., 2002).

e Acides hydroxybenzoiques

Ce sont des dérives de I'acide benzoique et ont une structure générale de base de type

(C6--C1). Ces molécules existent souvent sous forme d'esters ou de glycosides (Sarni et
Cheynier, 2006).
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e Acides hydroxycinnamiques

Les acides hydroxycinnamiques représentent une classe tres importante dont la
structure de base (C6 — C3) dérive de celle de I’acide cinnamique grace a des substitutions au

niveau du cycle aromatique (Richeter, 1993; Guignard, 1974; Psotova et al., 2003).
b. Stilbénes

Les stilbénes sont des composés phénoliques contenant au minimum deux noyaux
aromatiques reliés par une double liaison, Le resvératrol et le ptérostilbéne font partie de la
famille des stilbenes et sont des composés synthétisés par la plante suite a un stress. Ces

molécules peuvent s‘oxyder sous l‘action d’enzymes, la stilbéne oxydase et les peroxydases
(Perret, 2001).

c. Lignanes

Les lignanes sont les dimeres des unités de phenylpropane (C6 C4) (Benarous, 2009).
La distribution botanique des lignanes est large: plusieurs centaine des composeés ont été
isolés dans environ soixante-dix familles .Chez les gymnospermes, Ils sont surtout rencontrés
dans les bois alors que chez les Angiospermes, ils ont été identifiés dans tous les tissus
(Midoun, 2011).

d. Lignines

Composés qui s'accumulent au niveau des parois cellulaires (tissus sclérenchymes ou
le noyau des fruits), au niveau de séve brute qu'ils permettent la rigidité des fibres, ils sont le
résultat d'association de trois unités phénoliques de base dénommées monolignols de

caractére hydrophobe (Sarni et Cheynier, 2006).
e. Tanins

Les tanins sont des composés phénoliques présents dans la nature sous forme
polymérisée, ayant des poids moléculaire compris entre 500 et 3.000 qui ont une aptitude a
transformer les peaux fraiches en cuir imputrescible (Jacqueline, 1978).

f. Coumarines

Les coumannes, de différents types, se trouvent dans de nombreuses especes végétales
et possédent des propriétés trés diverses Les coumannes du méhiot et du marronnier d'Inde

contribuent a fluidifier le sang alors que les furanocoumannes comme le bergaptene, contenu
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dans le celen, soignent les affections cutanées et que la khelline de la khella est un puissant

vasodilatateur Coronarien (Larousse, 2001).
1.3.2.2. Flavonoides

Les flavonoides occupent une place privilégiée en ce sens qu’ils constituent une des
familles des composés phénoliques largement répandus. Le nombre des flavonoides
actuellement identifiés et publiés doit se situer entre 600et 800 et de nombreux laboratoires
s’intéressent a ces substances tant en Allemagne, Etats-Unis, Japon, Australie, France. La
famille des flavonoides est depuis bien des années définis par la nature de son squelette qui
carboné qui comprend 15 atomes de carbone répartis selon la séquence Cg-C3-Cs cOmmune a

tous les flavonoides (Courbat, 1972).

Les flavonoides constituent un groupe de plus de 6000 composés naturels qui sont
quasiment universels chez les plantes vasculaires. Ils constituent des pigments responsables
des colorations jaune, orange, et rouge de différents organes vegétaux (Ghedira, 2005). Parmi
les flavonoides, on distingue les anthocyanes pigment rouge ou bleu, les flavones et les
flavonols de couleur creme ou jaune claire, les flavanes dont les produits de condensation sont
a ’origine d’un groupe important de tanins et les isoflavones qui jouent un role dans la santé

humaine (Macheix et al., 2005 ; Medic-saric et al., 2004).
1.3.3. Localisation des composes phéenoliques dans la plante

A T’échelle cellulaire, les composeés phénoliques sont principalement localisé dans la
paroi cellulaire, ou sont présentes les lignines (et quelquefois certains flavonoides) et dans la

vacuole (tanins, flavonols, anthocyanes, acide chlorogénique...).

Au niveau tissulaire, les composés phénoliques sont inégalement répartis. Les esters
hydrox- cinnamiques peuvent s’accumuler préférenticllement dans les parties les plus
externes du fruit (cas de la poire), ou dans le coeur du fruit (cas de la pomme) ou dans les
tubercules (cas de la pomme de terre). Chez certain fruits, comme 1’ananas, des
concentrations croissantes d’esters p-coumaroylquiniques sont observées de l’intérieur vers
I’extérieur et du sommet vers la base du fruit. Les flavonoides, tels que les anthocyanes et les
flavonols, sont généralement présents dans les couches cellulaires externes des organes de le

la plante, en particulier les epidermes des fruits et des feuilles.

Les différents organes d’une plante donnée présentent également des différences tres
importantes. Chaque partie du végétal peut étre caractérisée par son profil phénolique (Sarni-
Manchado et Cheynier, 2006).
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1.3.4. Intérét des polyphénols

Les composés phénoliques ont été impliqués depuis longtemps dans certains aspects

de la physiologie de la plante. L’intérét de ces composés est présenté dans la figure ci-dessous

(figure 06).

-les formes simples

-les formes polymérisées

Les grands groupes de composés phénoliques

Les grandes lignes de la
biosynthése de la voie de I’acide
shikimique aux différents groupes

des composés phénoliques

N

o

phénoliques

Composés

Importance dans la vie de la plante
-lignine et réle de soutien

-interactions de la plante avec son
environnement physicochimique et
biologique

-les interventions dans la physiologie
de la plante (croissance, germination
du pollen,...)

e

Les composeés phénoliques dans la
plante

-localisation cellulaire et tissulaire
-évolutions physiologiques

-expression différentielle du
métabolisme phénolique

N

Importance pour ’homme
-critére de qualité, nutrition
-technologie agroalimentaire
-antioxydants
-pharmacologie

-tanins

-chimio taxonomie

Figure 06 : Importance des composés phénoliques dans la vie de la plante (Jean-Jacques, 1996)
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1.3.5. Propriétés biologiques des composeés phenoliques
1.3.5.1. Propriété antioxydants des polyphénols

Plusieurs études ont souligné que beaucoup d’entre eux montrent des activités
biologiques liées a leurs propriété antioxydants et antiradicalaires. Grace a la mobilité de
I’hydrogene phénolique, les composés phénoliques sont capable de piéger les radicaux libres
oxygenes en particulier les radicaux peroxydes (ROO), alkoxyles (RO®), superoxyde (O,") et
les hydroxyles (OH), générés en permanence par notre organisme ou formés en réponse a des
agressions de notre environnement (cigarette, polluants, infections...). En effet, leur réle
d’antioxydants naturels permet a I’organisme de lutter contre les agressions de 1’oxygeéne qui
sont a I’origine d’un grand nombre de maladies, ce qui suscite de plus en plus d’intérét pour la
prévention et le traitement du cancer, des maladies inflammatoires, cardiovasculaires et
neurodégénératives (Ojeil et al., 2010).

1.3.5.2. Propriété anti-cancéreux

La catéchine qui est présenté dans tous les types de thé et en particulier dans le thé
vert, a montré une activité anti-tumorale. Une telle activité est attribuée a la capacité de ce
flavonoide a inactiver 1’action de la P-glycoprotéine qui est impliquée dans la résistance

phenotypique des cellules cancéreuses.

Les flavonoides ont montré des effets protecteurs contre les cancers de la prostate, du
colon et du poumon (NKkhili, 2009).

1.3.5.3.Propriété anti-ulcére

Dans les expériences réalisées sur des rats, il a été démontré que la quercétine et la
naringénine jouent un role important dans la réduction de 1’ulcere et la protection des cellules
gastriques. Il a été suggéré que la quercétine exerce son activité via un mecanisme complexe
impliquant la production du mucus, le piégeage des radicaux libres et également I’inhibition
de la production leucotriénes. D’autres études ont permis d’établir une relation étroite entre
les propriétés anti-ulcére de la quercétine, la naringénine, la rutine et la production de PAF
(Platelet Activating Factor) qui est un agent ulcérogéne potentiel. En effet, il s’est avéré que
la réduction des dommages gastro-intestinaux est due probablement a I’inhibition du PAF par
ces flavonoides (Nkhili, 2009).

E
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Les différentes recherches effectuées dans cette étude ont été réalisées au niveau du :

» Laboratoire de recherche sur les molécules bioactives et applications.
Laboratoire de recherche sur la chimie organique et hétéro chimie.

Laboratoires pédagogiques du département de Biologie appliquée

YV V VY

Laboratoires pédagogiques du département des sciences de la terre et de I’univers.

I1. 1. Macération et extraction
11.1.1. Matériel végétal

Peganum harmala (Figure 07) a été récolté dans la région de Bir dhab (Djbel Belkfif)
de la wilaya de Tébessa (Figure 08). Les parties aériennes de la plante ont été lavées, séchées
a I’abri de la lumiére et conservées dans des sacs en papier. Ainsi le matériel végétal est
fourni "prét a I’emploi" par Gattoute Saliha. L’échantillon en floraison a été prélevé en début
du mois de juin de I’année 2015. L’identification de ’espéce de la plante a été déterminée par
Mme Hioun Soraya, maitre assistante au département des étres vivants, faculté des sciences
exactes et des sciences de la nature et de la vie, Université Larbi Tébessi, Tébessa.
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Figure 07 : Arbuste de Peganum harmala (Djbel Belkfif) (Nahal et Abidi, 2016).
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Figure 08 : Carte géographique de la station de prélevement de Peganum harmala. (Google Map)

11.1.2. Matériel de I’extraction

(Nahal et Abidi, 2016).

Différents matériels ont été utilisés pour la préparation des extraits de Peganum

harmala (Tableau 04).

Tableau 04 : Liste d’appareils, de verreries et de réactifs utilisés pour 1’extraction.

Appareils Verrerie et autres Réactifs et autres
Rota vapeur (BUCHI R 210) Tige en verre Eau distillée
Balance de précision Béchers Méthanol

(ALS 286 4N)

Etuve (Memmert)

Eprouvettes graduées,

Ether de pétrole

Balance (DHAUS Scout SE)

Entonnoirs, Pissettes.

Acétate d’éthyle

Flacons en verre.

Dichlorométhane

Coton

Papier (aluminium, absorbant)
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11.1.3. Méthodologie de I’extraction

Le protocole de I’extraction adopté a été élaboré dans le laboratoire de recherche des
molécules bioactives et applications par Dr. ZEGHIB Assia (Figure 09).

La poudre des parties aériennes de
Peganum harmala

Addition successive des solvants
organiques de polarité croissante (EP,
DM, AE, ME) et se termine par ED.

|
Macération a
température ambiante

/\ -

Concentration au
rotavapeur et séchage a
I’étuve

Extraits : EP, DM, AE, ME, ED.

Figure 09 : Protocole de préparation des différents extraits de Peganum harmala.

La poudre des parties aériennes de la plante de Peganum harmala a été macérée a
température ambiante avec des solvants organiques de polarité croissante selon 1’ordre suivant
: éther de pétrole, dichlorométhane, acétate d’éthyle, méthanol et se termine par I’eau distillée.
Apreés filtration, les filtrats obtenus sont évaporés sous pression réduite par 1’utilisation de
Rota-vapeur BUCHI R 210 (Figure 10). Dans la présente étude, nous nous sommes intéressés
uniquement a I’extrait méthanolique. Les autres extraitS ont été conservés jusqu’a leur

utilisation dans d’autres travaux de recherche future.
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Figure 10 : Rota-vapeur BUCHI R-210 (photo personnelle).
11.1.4. Calcul du rendement des extraits

Le rendement en extrait sec a été déterminé par le rapport entre le poids de I’extrait
sec et celui du materiel végétal sec utilisé pour 1’extraction en gramme. Les rendements des

extraits sont calculés selon la formule suivante :
Rdt%= (P extrait/ P Végétal) XlOO

P extrait = l€ poids de I’extrait Sec en gramme.
P vegstar= l€ poids du végetal sec en gramme.
11.2. Evaluation de I’activité antioxydante

L’activité antioxydante de 1’extrait méthanolique de la plante de Peganum harmala a

été évaluée en adoptant la méthode de piégeage du radical libre DPPH.
11.2.1. Principe

Le DPPH (2,2-Diphényl-1-1picrylhydrazyl) est un radical libre stable de couleur
violacée qui absorbe a 517nm. En présence de composés antiradicalaires, le radical DPPH est
réduit et change de couleur violette en jaune. Les absorbances mesurées a 517 nm servent a
calculer le pourcentage d’inhibition du radical DPPH. , qui est proportionnel au pouvoir
antiradicalaire de 1’échantillon (Parejo et al., 2003). Cette décoloration est représentative de
la capacité des substances a piéger les radicaux libres indépendamment de toute activité

enzymatique.
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Figure 11 : Réaction d’un antioxydant avec le radical DPPH (Talbi et al., 015).

11.2.2. Matériel destiné a la réalisation de ’activité antioxydante

Différents matériels ont été utilisés pour I’étude de I’activité antioxydante de 1’extrait

méthanolique de Peganum harmala (Tableau 05).

Tableau 05 : Liste de matériels utilisés pour I’activité antioxydante

Appareil Verreries et autre Réactif Solvant et
soluté
Spectrophotometre UV-VISIBLE | Tube a hémolyse 2.2 Eau distillé
1700 (Pharma S pec SHIMADZU) diphényl-1
picrylhydra zyl
Vortex (VWR VV3) Flacon en verre (DPPH)
Micropipettes 500uL, 1000uL, | Papier absorbant
25uL : -
Papier aluminium
Méthanol

Balance de précision (ALS 286
4N)

Becher, Entonnoir

Eprouvette graduée

Portoir

Embouts jaune et bleu
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11.2.3. Mode opératoire

Cinq solutions de concentration croissantes de 1’extrait méthanolique de Peganum
harmala ont été préparées : 200, 400, 600, 800, 1000 pg/ml. Vingt-cing (25 pL) de chacune
de ces solutions ont ét¢ mélangées avec 2500 puL d’une solution méthanolique de DPPH
(0,04mg/ml). Apres une période d’incubation de 30 min a la température de laboratoire
I’absorbance est lue a 517nm contre le blanc qui contient 25 pL. de méthanol et 2500uL de la
solution de DPPH. L’inhibition du radical libre DPPH par la vitamine C a été également
analysée a la méme concentration pour la comparaison (Burit et Bucar, 2000).

11.2.4. Détermination du pourcentage d’inhibition

L’inhibition du radical libre DPPH en pourcentage (1%) est calculée de la maniére

suivante :

-'\bs controle - .%bﬂ extrait
Inhibition % = (- ———— )x100

.‘; b S contrble

ADS contrsle : Absorbance du controle

ADS exirait - Absorbance de I'extrait.

11.3. Détermination de I’activité antibactérienne (diffusion en milieu gélosé)
11.3.1. Matériel

Le Matériel destiné a la réalisation de I’activité antibactérienne est présenté dans le
tableau 06.

Tableau 06 : Liste d’appareils, verreries et produits utilisés pour la détermination de I'activité

antibactérienne (diffusion en milieu gélose).

Appareil Verrerie et autres Réactifs et autres Solvants et solutés
Balance de précision | Tubes a vis Milieu solide Eau distillée stérile
16x160mm Mueller-Hinton
(MH)
Plaque chauffante Embouts jaunes Gélose nutritive Eau physiologique
Agitative stérile
Etuve Eprouvettes graduées Méthanol
Bec benzéne Ecouvillons
Micropipettes 5- | Boites de Pétri
50uL
Vortex Papier absorbant
Papier aluminium
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11.3.2. Test d’activité antibactérienne

Le test d’activité antibactérienne de I’extrait méthanolique a été déterminé par la
méthode de diffusion en milieu gélosé (Meddour et al., 2013).

11.3.3. Souches bactériennes testées

Trois souches bactériennes de référence ATCC (fournie par I'American type Culture
Collection) sont testées : E. coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27835,
Staphylococcus aureus 1 ATCC 25293 et E. coli PV, Bacillus, Entérobactérie PV qui sont

d’origine clinique.
11.3.4. Milieu de culture

Nous utilisons la gélose nutritive MH (Muller Hinton) pour I’étude de la sensibilité
des souches bactériennes a I’extrait méthanolique. La préparation du milieu de culture MH se

fait comme suit :

Dissoudre 38g de la gélose de MH dans un litre de 1’eau distillé, puis a 1’aide d’un
bareau magnétique et agitateur le mélange est bien agité jusqu’a la dissolution compléte. Le
milieu est stérilisé a 1’autoclave a 120°C pendant 20 minutes. Aprés 1’autoclavage, le milieu

est coulé dans des boites de pétrie.
11.3.5. Ensemencement et dép6t des disques

Les boites sont ensemencées par une suspension de 10° cellules/ml qui provient d’une

culture bactérienne. L’ensemencement est se fait par écouvillonnage.
La méthode de diffusion des disques sur milieu solide est comme suite :

» Trempé un écouvillon stérile dans la suspension bactérienne, précédemment préparé
puis I’essorer en passant fermement sur la paroi interne du tube.

» Frotter I’écouvillon sur la totalité¢ de la surface gélosée séche, de haut en bas, en stries
serrees.

» Répéter I’opération deux fois en tournant la boite de 60° a chaque fois.

Y

Finir ’ensemencement en passant 1’écouvillon sur la périphérie de la gélose.

» Appliquer les disques imbibés par I’extrait (15ul/disque) sur les boites de pétrie
contenant la gélose de Muller-Hinton, en pressant chaque disque a ’aide de pinces
bactériologique stériles pour s’assurer de son application. Une fois appliqué le disque

ne doit pas étre déplacé.
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» Incuber les boites de pétries a la température optimale de la croissance des bactéries

testée (30°C pour la Bacillus, 37°C pour le reste des bactéries testés).

11.3.6.Lecture

L’activité antibactérienne a été déterminée par la mesure a 1’aide d’une régle du

diamétre d’inhibition. Les résultats sont exprimés en diametres (mm) des zones d’inhibition

produites autour des disques.
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I11.1. Aspect et rendement des extraits des parties aériennes de Peganum harmala

Tableau 08 présentes Les résultats de ’extraction a partir les différentes parties
aeriennes de Peganum harmala par 1’utilisation des cinq solvants a polarités croissant sont les

suivants :

Tableau 08 : Aspect et rendements des extraits de Peganum harmala.

Extrait Aspect Rendement (%)
EP Créme de couleur vert 2,4

DM Cire de couleur marron 2

AE Pommade de couleur marron 1,1

ME Cire de couleur marron 11,82

ED Solide de couleur marron 18,28

EP : Ether de pétrole ; DM : Dichlorométhane ; AE : Acétate d’éthyle ; ME : méthanol
ED : Eau distillé

A travers les résultats obtenus, nous remarquons une grande différence entre les
rendements des cing extraits (extrait EP 2,4%, extrait DM 2%, extrait AE11%, extrait
méthanolique 11,82%, extrait aqueux18 ,28%). Cette différence est expliquée par I’efficacité
du solvant utilisé aux cours du processus d’extraction. Ces rendements montrent que 1’eau est
quantitativement la plus intéressante. Ceci s’explique par la richesse de cette plante en
composeés solubles dans ce solvant (eau). Le rendement des extraits EP, DM, AE, ME varient
entre 1,1% pour I’extrait acétate d’éthyle et 11,8% pour I’extrait méthanolique (Tableau 08).
Parmi ces derniers extraits, le rendement le plus intéressant est celui de I’extrait méthanolique.
Ceci peut étre d a la polarité du solvant utilisé. En effet, nous observons que plus la polarité

augmente, meilleur est le rendement.

Ces résultats sont comparables a ceux trouvés par Nahal et Abidi (2016). Ces auteurs
rapportent des rendements 2,6%, 2%, 11,1% pour les extraits EP, DM, ME, respectivement.
Ces valeurs sont plus proches a nos résultats sauf pour I’extrait AE qui avait un rendement
plus faible (0,7%). En revanche, les résultats obtenus par Rezzagui (2012) montrent que le
rendement de 1’extraction par le méthanol des graines de Peganum harmala est plus élevé
comparée au notre (20.18%). Ces différences peuvent étre expliquées par I’effet de la saison

de la récolte.
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I11.2. Activité antioxydante de I’extrait méthanolique de Peganum harmala
111.2.1. L’étude de la cinétique de la réaction

La cinétique de réduction du radical DPPH a été suivie pendant 30 mn pour les
differentes concentrations utilisées. Les résultats concernant ’acide ascorbique et I’extrait
méthanolique de P. harmala sont présentés dans la figure 12. Nous constatons que pour les
deux composés examinés (Acide ascorbique et I’extrait méthanolique), la réaction est
biphasée avec une diminution rapide de I'absorbance dans les premiéres minutes, suivie d'une
étape plus lente, jusqu'au stade de I'équilibre. La réaction entre le DPPH et 1’acide ascorbique
donneur d’hydrogéne atteint 1’équilibre au bout d’un temps trés court par rapport a I’extrait
méthanolique de Peganum harmala (5min vs 20 min, respectivement). L’activité antioxydante
est tributaire de la mobilité de I’atome hydrogéne du groupement hydroxyle des composés
phénoliques de I’extrait méthanolique. En présence d’un radical libre DPPH®, I’atome H est
transféré sur ce dernier pour le transformer en une molécule stable DPPH. Ceci provoque une
diminution de la concentration du radical libre et, également, 1’absorbance au cours du temps
de réaction jusqu’a 1’épuisement de I’antioxydant donneur d’hydrogene (Khoudali et al.,
2014).

Ces résultats sont en accord avec les travaux menés par Edziri et al. (2010) qui ont
trouvé que I’extrait méthanolique des feuilles de P. harmala a montré le meilleur pouvoir
antioxydant comparé¢ a d’autres extraits de la méme plante et ce en prenant la vitamine E
comme témoin. En effet, ces auteurs rapportent un pourcentage d’inhibition de la

peroxydation pour I’extrait méthanolique égale a 75,9% comparé a 80,6% pour la vitamine E.

Aprés 30 mn, ’absorbance enregistrée pour la concentration de 1000g /mL d’extrait
méthanolique parait plus élevée que celle de la vitamine C (0,210 vs 0,077, respectivement).
Ceci signifie que D’extrait méthanolique a montré une réduction accrue du pouvoir
antioxydant pour les doses élevées. Cette constatation a été confirmée aussi par Ghanya (2015)
qui affirme que I’activité réductrice de I’extrait méthanolique dépend de la concentration

utilisée. Plus la concentration est élevée, meilleur est 1’effet piégeur du radical libre DPPH.
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Figure 12: Réduction de DPPH par la vitamine C (a) et par I’extrait méthanolique (b).
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111.2.2. Effet scavenger du radical DPPH

Les résultats de mesure de pourcentage d’inhibition du radical DPPH en fonction

des concentrations des composeés testés sont présentés dans la figure ci-dessous.
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Figure 13 : Pourcentage d'inhibition du radical DPPH en fonction des concentrations de 1’extrait

méthanolique de Peganum harmala et de I’acide ascorbique.

Ces résultats montrent que le pourcentage d’inhibition du radical libre augmente avec
I’augmentation de la concentration aussi bien pour l’acide ascorbique que pour ’extrait
méthanolique du Peganum harmala. Nous observons que le pourcentage d’inhibition de
I’acide ascorbique est supérieur a celui de [’extrait méthanolique pour toutes les
concentrations. La concentration 1000 pg/ml présente un pourcentage d’inhibition plus élevé
pour la vitamine C que celle pour 1’extrait méthanolique (0,91% vs 0,61%). Nous remarquons
¢galement pour la concentration 600 pg/ml que I’extrait méthanolique est doté d’un
pourcentage d’inhibition (0,26%) qui est largement inférieur a celle de 1’acide ascorbique dont
la valeur est de 1’ordre de (0,67%). Ceci est en accord avec les travaux menés par Ghanya
(2015) sur I’extrait méthanolique de Peganum harmala L. qui a trouvé que le pourcentage

d’inhibition de cette plante est égale 61%.
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111.2.3. Détermination de I'lC50 (Concentration inhibitrice 50%b)

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 IC50 se fait a partir de la courbe, qui constitue I’activité
antioxydante de I’extrait méthanolique de Peganum harmala. La valeur IC50 (inhibition
concentration 50) présente la concentration d'inhibition nécessaire pour balayer 50% des
radicaux libres. L’IC50 est inversement proportionnel a la capacité antioxydante d'un
composé, cela veut dire que la valeur de CI50 la plus faible correspond a l'activité
antiradicalaire la plus importante. Les valeurs d’IC50 de I’extrait méthanolique de Peganum
harmala L. et de I’acide ascorbique sont déterminées graphiquement comme c’est présenté

dans la figure 14.

L’extrait méthanolique de Peganum harmala rend le radical libre stable (2.2 diphenyl-
1-picrylhydrazyl) au diphenyl-picrylhydrazine jaune-coloré avec un IC50 de 923,33 pg/ml
montrant une activité tres faible que le standard, 1’acide ascorbique, qui ramene la stabilité au
DPPH avec un IC50 de 114,31 pg/mL. D’aprés ces résultats nous prouvons que 1’acide
ascorbique reste I’antioxydant le plus efficace par rapport a I’extrait méthanolique de la plante
étudiée.

De méme, le travail mené par Ghanya (2015), indique que I’extrait méthanolique de
Peganum harmala présente IC50 de 550 pg/ml par rapport a 1’acide ascorbique qui a la plus
grand capacité de piégeage avec IC50 de 320 pg/ml. En effet Khlifi et al. (2013) ont trouvé
aussi pour la méme plante que I’'IC50 de I’extrait méthanolique est plus élevé a 1’IC50 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 dayate Aiat a une 1C50 de 6,15 mg/ml par rapport a
I’acide ascorbique qui a IC50de 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).
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Figure 14 : Détermination de la valeur IC50 de la vitamine C (a) et de I’extrait méthanolique (b).




Résultats et discussions

111.3. Activité antibactérienne de de I’extrait méthanolique de Peganum harmala

Les résultats relatifs aux diamétres des zones d’inhibition de Deffet de ’extrait

méthanolique de Peganum harmala sont représentés dans le tableau suivant.

Tableau 09 : Les résultats de I’activité antibactérienne de I’extrait méthanolique.

Bactérie Diamétre de zone d’inhibition
Staphl 13,67 £2,03
Bacillus 6,44 + 0,51
Pseudo 11+1,00
E. coli ATCC 10,44 £1,02
E. coli PV 11,33 +£0,88
Antéro PV 12,67 £0,33

L’extrait méthanolique de Peganum harmala présente un effet inhibiteur limité sur les
cing souches testées Escherichia coli ATCC25921, Pseudomonas aeruginosa ATCC27835,
Staphylococcus aureus ATCC25293, E. coli PV, Entérobactérie PV. L’inhibition la plus
importante est obtenue avec la souche Staphylococcus aureus ATCC 25293 avec un diametre
d’inhibition moyen de 13,67 mm. Les diamétres d’inhibition moyens enregistrés pour les
autres souches bactériennes sont de 12,67 mm pour Entérobactérie PV, 11,33 mm pour E.
coli PV, 11,00 mm pour P. aeruginosa, et 10,44 mm pour E. coli ATCC.

En revanche, nos résultats montrent que 1’extrait méthanolique de P. harmala n’a

aucun effet sur les Bacillus (figurelb).

Les résultats mettent en évidence que ’extrait méthanolique a manifesté une activité
limité vis- a- vis des Gram+ et Gram-. L’activité antibactérienne observée de I’extrait
méthanolique de P. harmala pourrait étre attribuée a la présence de la grande quantité des
polyphénols dans cet extrait (Edziri et al., 2010). En effet, la littérature rapporte que I'analyse
chimique des extraits de la plante révéle la présence des composés tels que les alcaloides, les
tanins les flavonoides dont les propriétés antimicrobiennes ont déja été démontrées
(Tahrouch et al., 2002).
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Figure 15 : Photos des tests antibactériens de Peganum harmala vis-a-vis des bactéries testées.
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Contrairement a nos resultats, Ghanya (2015) montre que chacune des quatre
concentrations de I’extrait méthanolique de Peganum harmala a une activité assez bien
définie sur la croissance de la souche Bacillus subtilis avec des diamétres d’inhibition de 20

17,15, 13 mm 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 trés résistants a 1’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.




Clonclusion
Dans ce travail, nous nous somme proposés d'étudier les activités antioxydantes et

antibactériennes de 1’extrait méthanolique des parties aériennes de Peganum harmala qui est

une plante médicinale largement utilisée en médecine traditionnelle en Algérie.

Le processus d'extraction de la substance végétale a permis d’obtenir un rendement en

extrait méthanolique assez remarquable (11,82%).

La valorisation de la capacité antioxydante de 1’extrait méthanolique de Peganum
harmala, grace au test de piégeage du radical libre du DPPH, a révélé que cet extrait possede
un pouvoir antioxydant notable mais qui reste relativement faibles par rapport a 1’antioxydant
standard (IC50methanotique =923,33pg/ml vs 1C50vic =114,31 pg/ml).

Ce travail est complété par I'étude de I'action antibactérienne de 1’extrait méthanolique
de Peganum harmala sur des souches bactériennes. Les résultats obtenus révélent que cet
extrait présente une action inhibitrice sur les microorganismes testés. Cette action inhibitrice
varie selon les souches utilisées. Nous trouvons que les bactéries testée présentent des zones
d’inhibitions importantes, sauf Bacillus qui a un effet moins sensible Staphylococcus aureus
ATCC 25293 présente un diamétre d’inhibition moyen de 13,67 mm. Les diamétres
d’inhibition moyens enregistrés pour les autres souches bactériennes sont de 12,67 mm pour
Entérobactérie PV, 11,33 mm pour E. coli PV, 11,00 mm pour P. aeruginosa et 10,44 mm et
pour E. coli ATCC.

Ces résultats soulignent I'activité intéressante de I’extrait méthanolique de la plante de

Peganum harmala, justifiant son utilisation dans la médecine traditionnelle.

Enfin, il serait souhaitable d’étudier la meilleure maniére d’introduire les extraits de P.
harmala et leurs effets dans le traitement de différentes maladies. Il est donc intéressant de
réaliser des études approfondies sur cette plante vu I’intérét de la partic aérienne de cette

plante en phytothérapie notamment :

» Etudier ’activité d’autres extraits de cette plante

> Investir d’autres activités biologiques telles que les activités anticancéreuse et anti-
inflammatoire par exemple.

» Déterminer la composition chimique des extraits de Peganum harmala.

» Etude de la toxicité de cette plante.
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Atteste que mon mémoire € _ un travail original et gue toutes les sources utilisées ont a8
indiquées dans leur totalité. - certifie également que Je n’ai ni recopié ni utilisé des idées ou
des formulations tirédes d' ouvrage, article ou mémoire, en version imprimée  ou
électronique, sans mentionr :r précisément leur origine et que les citatiors intégraies sont
signalées entre guillemets.

Sanctions en cas de plagi:  prouvé :
L'étudiant sera convoqué ¢ vant le conseil de discipline, les sanctions prévues selon la
gravité du plagiat sont :

- L'annulation du mén .ire avec possibilité de le refaire sur un sujet différent ;

~ L'exclusion d'une an e du master :

-~ Llexclusion définitive




