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Introduction

Au travers des dges, L’homme a pu compter sur la nature pour subvenir a ses besoins de base
tel que, nourriture, abris, vétements et aussi pour ses besoins médicaux. Les plantes possédent
d’extraordinaires vertus thérapeutiques. Leurs utilisations pour le traitement de plusieurs
maladies chez les étres vivants et en particulier L’homme est trés ancienne et a toujours était
faites de facon empirique (SVOBODA, 2000).

De nos jours, nous comprenons de plus en plus, que les principes actifs des plantes
médicinales sont souvent liés aux produits des métabolites secondaires. Leurs propriétés sont
actuellement pour un bon nombre reconnue et répertorié, et donc mises a profit, dans le cadre
des medecines traditionnelles et également dans la médecine allopathiqgue moderne
(BOURGAUD et al, 2001; KAR, 2007).

Aujourd’hui, on estime que les principes actifs provenant des végétaux représentent environ
25% des médicaments prescrits. Soit un total de 120 composés d’origine naturelle provenant
de 90 plantes différentes. En Afrique, prés de 6377 especes de plantes sont utilisées, dont plus
de 400 sont des plantes médicinales qui contribues pour 90% du traitement medicales.
Jusqu’en 2004, on a estimé que prés de 75% de la population africaine ont toujours recours
aux plantes pour se soigner. De plus ce type de soin est considéré souvent comme faisant
partie de la médecine douce (KAR, 2007).

Dans ce contexte s’inscrit ce présent travail de recherche, dont le but principal est d’estimer le
rendement des alcaloides dans les racines du genre Hyoscyamus albus L. de la famille
solanaceae trés connu par son usage médicinale et I’activité antibactérienne.

Le mémoire est constitué de 2 parties :

- Dans la premiere partie, on a présenté le contexte bibliographique de ce travail de
recherche dont le premier chapitre expose la description botanique de 1’espéce, le deuxieme
chapitre porte sur I’étude des alcaloides et leurs effets biologiques et thérapeutiques et le
troisiéme chapitre les souches bactériennes utilisées dans cette étude.

- Et dans la deuxieme partie comprend la partie pratigue dont on a déterminé la
méthodologie de I’extraction et de dosage des alcaloides dans le quatriéeme chapitre ainsi
que la méthodologie suivie dans 1’évaluation de I’activité antibactérienne des extraits, et on a
terminé par la présentation des résultats obtenus et leur discussion dans le cinquieme

chapitre.
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Chapitre I : Etude botanique

Chapitre 1 : Etude botanique

1- L’historique des plantes médicinales en Algérie

Chaque culture a une histoire concernant 1’ utilisation des plantes médicinales pourtraiter leurs maux.

En Algérie l'utilisation des plantes médicinales est vieille d’un millier d’années, les premieres écritures
sur les plantes médicinales en Algérie et dans le Maghreb remontent au 9:siécle a laissé de divers traités
sur la médecine, les drogues simples, EL Bekry, auteur d'Abou Abdallah d'un livre sur les usines
importantes d'Andalusia et d'une description de I'Afrique du Nord et de I'Abdallah-Ben-Lounes un
docteur tres habile né a Oran, qui a décrit Il'utilisation de beaucoup de plantes médicinales
(BENHOUHOU, 2005).

Méme pendant le colonialisme Frangais de 1830 & 1962, les botanistes ont réussis a cataloguer un
grand nombre d’espéces comme médicinales et un livre sur les plantes médicinales et aromatiques
d’Algérie était publié¢ en 1942 par Fourment et Roques ils ont mentionné 200 especes décrites et
¢tudiées pour la plupart d’elles dans le Nord d’Algérieet seulement 6 espéces du Sahara (HAMDI-
PACHA, 1993).

Parmi les plantes médicinales d’importance, les plantes de la famille des composées qui
constituent la plus vaste subdivision du régne végétal (HAMDI-PACHA, 1993).

2/- La famille des Solanacées

Les Solanacées (Solanaceae.) sont une famille de plantes dicotylédones (Magnoliopsida)
appartenant a l'ordre des Solanales(Olmstead et al, 1999), dont le nom vientdu genre
Solanum. Ce sont des plantes herbacées, des arbustes, des arbres ou des lianes avec des
feuilles alternes, simples et sans stipules. La famille comprend prés de 98 genres et 2 700
especes (OLMSTEAD et BOHS, 2007), et occupe une grande diversité d'habitat, de
morphologie et d'écologie. Cette famille cosmopolite est présente partout dans le monde a
I'exception de I'Antarctique. La majeure diversité d'espéeces se rencontre en Amérique du Sud
et en Amérique centrale. Cette famille comprend des espéces alimentaires d'une grande
importance économique telles que la pomme de terre (Solanum tuberosum), la tomate
(Solanumlycopersicum), l'aubergine (Solanum melongena) et les piments (Capsicum). De
nombreuses plantes ornementales trés populaires appartiennent aux Solanacées : Petunia,
Schizanthus, Salpiglossis et Datura. Certaines espéces, riches en alcaloides, sont

mondialement connues pour leurs usages médicinaux, leurs effets psychotropes ou pour leur

Toxicité: belladone, morelle, brugmansia, datura, mandragore, tabac, jusquiame,
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(OLMSTEAD et BOHS, 2007).

3-Les Jusquiames

Le genre Hyoscyamus albus L. (figurel) comporte une vingtaine d’espéces surtout
représentées dans le bassin méditerranéen, 1’ Afrique du Nord et 1’ Asie occidentale. Toutes les
jusquiames sont toxiques (ETIENNE, 2005 ; RICHARD, 1982).

C’est une plante herbacée avec des feuilles trés velues, des fleurs au calice velu a cinq lobes, a
corolle subréguliére de teinte jaune sale veinée de violet et d’un pourpre noiratre a la

gorge. Le fruit est une pyxide, capsule renflée a la base s’ouvrant au sommet par un couvercle

convexe et contenant plusieurs centaines de graines tres petites (ETIENNE, 2005).

Figure N°1 : Hyoscyamus albus L. (ETIENNE, 2005).
3-1-Especes

A travers le monde il y a presque 11 especes identifiées du genre Hyoscyamus :
» Hyoscyamus aureus L.
» Hyoscyamus muticus L.
» Hyoscyamus niger L.
» Hyoscyamus pisillus L.
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» Hyoscyamus reticulatus L.

» Hyoscyamus major mill L.

» Hyoscyamus minor mill L.

» Hyoscyamus luridussalisb L.

» Hyoscyamus boveanusdun L.

» Hyoscyamus desertorumAsch et boiss L.
Hyoscyamus albus L. (ROBERTS et WINK, 1998).

3-2-Hyoscyamus albus L. (la Jusquiame blanche)

3-2-1-Description

Plante annuelle et bisannuelle de 20-90 c¢cm, velue-visqueuse, a odeur vireuse faible; feuilles
molles, toutes méme les florales pétiolées, ovales-orbiculaires, en coeur ou un peu en coin a la
base, sinuées-dentées a dents triangulaires; fleurs inférieures pédonculées, les autres su
sessiles, calice trés velu, le fructifere faiblement nervé-réticulé, a lobes courts, triangulaires-

aigus; corolle irreguliére, a limbe oblique d'un jaune pale non veiné en réseau a gorge et filets

des étamines verdatres; étamines dépassant un peu la gorge; capsule peu renflée a la base
(figure2).

La jusquiame possede divers alcaloides tropaniques car elle est trés riche en atropine,
I'nyoscyamine et la scopolamine (HOUIVET, 2007).
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3-2-2-Habitat
La jusquiame blanche se trouve dans les décombres, murs et rochers du Midi, Languedoc,

Provence; Haute-Loire ; Corse. Région méditerranéenne tout entiers

LI A e o S

o "&"i"'c.t

Figure N°03 : Jusquiame blanche (lieu de récolte 26/04/2013).

3-2-3-Noms vernaculaire

Al banj ou un Jusquiames nommeé scientifiques (latin: Hyoscyamus) espéces herbacées de la
famille solanacée comprend sept types acceptables (TIMBAL, 1904).

3-2-4-Informations complémentaires (TIMBAL, 1904)

*Chorologie : méditerranéen

*Inflorescence : cyme unipare hélicoide

*Sexualité : hermaphrodite

*Pollinisation : entomogame

*Fruit : capsule

*Couleur des fleurs : jaune

*Macule : bleu

*Caractérisation écologique : friches annuelles, nitrophiles, thermophiles, estivales, Méso
hydriques (JEAN, 1904).

3-2-5-Classificationde I’espece Hyoscyamus albus L.

Régne : Plantae

Phylum: Phanerogammas

Sub phylum: Angiospermes

Classe: Dicotylédone
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Division: Métachlamydée

Raio : Sympetole

Ordre: Tubiflorae

Famille :Solanaceae

Genre : Hyoscyamus

Espece: Hyoscyamus albus (TREAS et al, 1978, DOMINIQUE, 1872)

Figure N°04: Fleur de Jusquiame blanche (lieu de récolte 26/04/2013).

4-Composition chimiques de I’espece Hyoscyamus albus L.

La jusquiame et ses cousines la belladone et le datura ont une composition chimique voisine;
15 a 20% de substances minérales (Iron., Na, Mg, K, Ca, Zn, Arsenic) (DUCK, 1992) et
surtout 0,2 a 0,5% d'alcaloides tropaniques : la hyoscyamine et la scopolamine.

Toutes les parties la jusquiame en contiennent mais c'est dans les feuilles que la concentration
en est la plus forte (0.03-0.17) %, les racines 1% et les grains (0.01-0.06) %.

La hyoscyamine et latropine ont la méme formule chimique et la méme activité
pharmacologique. La premiere est optiquement active, la deuxieme ne I'est pas (racémique) et
c'est cette derniére qui est utilisée en médecine, bien que probablement non présente dans la
plante vivante. (PUDERSELL, 2006).

En plus elle contient des autres alcaloides mais a des concentrations trés faibles comme
Nortropine, belladonine, Cuscohygrine (TEBERLKO, 1974 et LUNA, 1995).

L’Hyoscyamus aussi contient des flavonoides glycosides (Hypersides, Quercitaine),
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Lesflavonoides aglycones (Kaempferole) ,quelques amines volatiles ( choline,pyroline),les
coumarines et quelques dérivés d’alcaloides (Atroscine, acide gaminoburyrique), Scopetole,
scopine, Tétra méthyl putrescine et les protéines (PUDERSELL, 2006).
Les grains d’HyoscyamusalbusL. contiennent plusieurs lipides et acides gras
insaturés(Acideolpique et I’acidepalmatique...)(PUDERSELL, 2006).

5-Utilisation

L’Hyoscyamus est une plante hallucinogene qui a été utilisée de tous temps par les "sorciers",
"chamans et "guérisseurs médium". Son usage est particulierement dangereux car la quantité
de feuille a fumer ou a ingerer pour obtenir I'effet hallucinogéne est difficile a doser a forte
dose, le délire est furieux avec convulsions puis coma et parfois mort; a faible dose les effets
sont juste par sympathicolytiques.

Les hallucinations fantastiques qui débutent 2 a 4 H apres l'absorption et durent plusieurs
heures sont puissantes, en Afrique orientale ’'Hyoscyamus a été utilisé comme poison
d'épreuve dans des «jugements de dieu”, des ordalies. Aux Indes beaucoup de suicides ou
d’empoisonnements criminels lui sont dus. (BOWN, 1995 ; CHEVALLIER, 1996).

Mais L’Hyoscyamus est aussi une plante médicinale, les formes galéniques dépendent des
pays, en France on trouve la poudre de I’'Hyoscyamus, la teinture et l'extrait mou de
I’Hyoscyamus; on trouvait les feuilles d’Hyoscyamus,. Il entre dans la composition de sirops
antitussifs et entrait il y a quelques années dans la composition de cigarettes et de poudre
antiasthmatique.

Atropine: pré anesthésie, ophtalmologie, manifestations douloureuses et spasmodiques du
tube digestif et de I'appareil urinaire.

Scopolamine: préanesthésie et troubles parkinsoniens, mal des transports (avec le risque de
rétention urinaire en cas de troubles prostatiques).

Diurétique, hypnotique, narcoyique, sédative, Plus anecdotique, on utilise encore sousles
tropiques la feuille d’Hyoscyamus séchée en fumigation pour calmer la crise d'asthme et la
feuille verte Iégérement chauffée en cataplasme sur les articulations douloureuses (BOWN,
1995; CHEVALLIER, 1996).
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1. Définition et fonction

Les métabolites secondaires sont un groupe de molécules qui interviennent dans I’adaptation
de la plante a son environnement ainsi que la régulation des symbioses et d’autres interactions
plantes-animaux, la defense contre les prédateurs et les pathogéenes, comme agents
allopathiques ou pour attirer les agents chargés de la pollinisation ou de la dissémination des
fruits (JUDD et al, 2002).

En général, les termes, métabolites secondaires, xénobiotiques, facteurs antinutritionnels, sont
utilisés pour déterminés ce groupe, il existe plus de 200.000 composés connus qui ont des
effets antinutritionnels et toxiques chez les mammiféeres, Comme ces composés ont des effets
toxiques, leur incorporation dans I’alimentation humaine peut étre utile pour la prévention
contre plusieurs maladies (cancer, maladies circulatoires, les infections viral...), car la
différence entre toxicité et effet bénéfique est généralement soit dose ou structure- dépendant
(MAKKAR, SIDDHURAJU et BECKER, 2007).

2-Biosynthése des metabolites secondaires

Les métabolites secondaires résultent genéralement de trois voies de biosynthese : la voie de
shikimate, la voie de mevalonate et du pyruvatefigure 5 (VERPOORTE et ALFERMANN,
2000)
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Figure N° 5: Biosynthese des métabolites secondaires (VERPOORTE et ALFERMANN,
2000 ; WINK, 2010).

3- Historique des alcaloides

Ce sont des composés qui cristallisent facilement.

Usages traditionnels depuis des millénaires : opium, aconit, coca, belladone, colchique,

quinquina, ipéca, curares trés actives voire potentiellement toxiques.

1803 : Derosne : isolement du 1e alcali végétal : narcotine et morphine de 1’opium.
1806 : Serturner : isolement du principe somnifére (= morphine) de I’opium.
1817-1820 : Pelletier et Caventou : identification de nombreux alcaloides : caféine du café,

émétinede I’ipéca, strychnine de la noix vomique, quinine et cinchonine du quinquina, conine.
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4- Définition

Le terme alcaloide a été introduit par Neisner au début du XIX°® siécle, pour désigner des
substances naturelles réagissant comme des bases, comme des alcalis (de I'arabe al kaly,
lasoude et du grec eidos, l'aspect). Ils sont définis comme un groupe hétérogéne des
substances azotées au gout amer, liées par leur propriété chimique commune : la basicité,
d'origine naturelle et de distribution restreinte, ils ont une structure complexe (BRUNETON,
1999).

portent tous une terminaison en « -ine », comme la codéine, la caféine, la morphine,...etc
(CHARPENTIEet al, 2004).

Les alcaloides représentent un ensemble de molécules d'origine naturelle, renfermant du
carbone, de I'nydrogéne et, plus spécialement, de l'azote, la plupart possédent une activité
biologique marquée qui a suscité de longue date un intérét thérapeutique. Leur dénomination

— de l'arabe al kali (qui a donné « alcali ») (POISSON, 2015).
5-Biosyntheése et classification des alcaloides

Pour certains auteurs, les alcaloides sont bio synthétiquement formés a partir d'un acideaminé
et I’azote est inclus dans un systéme hétérocyclique, ces éléments caractérisent les alcaloides

vrais. Par ailleurs, d’autres auteurs distinguent :

> Les pseudo-alcaloides présentent le plus souvent toutes les caractéristiques desalcaloides
vrais, mais ne sont pas des dérivés des acides aminés. Il s'agit dans la majorité des cas des

terpénoides.

» Les proto-alcaloides sont des aminés simples dont I'azote n'est pas inclus dans un systéeme
hétérocyclique : ils ont une réaction basique et sont élaborés in vivo a partirdacide amine.
Diverses substances répondent a cette définition : des aminés simples comme la sérotonine, la
mescaline du peyotl ou la cathinone du thé des Abyssins et aussi les bétaines (BRUNETON,
1999).
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Figure N°6: Biosynthése des alcaloides (KLEIN, 2006)
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6-Localisation

Les lieux d'élaboration des alcaloides dans les plantes sont variables suivant les espéces. Ce
sont les tissus jeunes, en phase de croissance et les tissus périphériques — cellules
épidermiques ou sous-épidermiques des feuilles, téguments des graines, partie corticale des
racines — qui constituent les sites privilégiés de production. La mise en évidence d'alcaloides
dans les tissus fait appel a des réactifs de précipitation ou de fluorescence. Ils y existent soit a
I'état libre, soit le plus souvent combinés a des acides organiques banals (acide tartrique) ou
des acides spécifiques de leur origine (acide méconique du pavot, acides tiglique et angélique
des Veratrum). On a remarqué que, dans les cultures in vitro, il se formait des combinaisons

insolubles avec des macromolécules cellulaires (POISSON,2015).

Les teneurs sont tres variables : certaines écorces de quinquina jaune renferment jusqu'a

20 % d'alcaloides, mais des concentrations de I'ordre de 1 % sont plus habituelles.

La Sensibilite des méthodes actuelles de détection permet d'analyser des plantes en contenant
moins de 1 p.p.m. Quoi qu'il en soit, les proportions varient globalement, non seulement avec
I'espece d'origine ou ses variétés, mais avec la nature du sol, le climat, I'environnement,
éventuellement les conditions culturales (pavot somnifere).

Certains alcaloides peuvent se trouver a de tres faibles proportions comparativement a d'autres
de la méme espéce, ce qui complique beaucoup les opérations de séparation. Le cas de la
leurocristine  (vincristine), alcaloide antitumoral de la pervenche de Madagascar
(Catharanthusroseus) dont la teneur est de I'ordre de 3 .10* % (3 g par tonne), est trés
démonstratif(CHARPENTIER et al, 2004).

7- Fonctions

Pour le regne végétal :

- protection contre les animaux phytophages ou autres prédateurs, servent a la survie

- produits d’excrétion du métabolisme azoté parfois

- substances de réserve.

- régulateurs de croissance.

Pour le regne animal :

faible masse moléculaire donc caractére volatile, signaux chimiques.

- allumons : éléments de défense

- phéromones : éléments de communication.
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Pour le regne humain :
probablement régulation du méetabolisme avec un systéme d’excrétion.
8- Classification des alcaloides

Trois types de classification des alcaloides ont été proposés suivant :

1. leursactivités biologiques et écologiques,
2. leurs structures chimiques,

3. leurs voies de biosynthese.

8-1-Classification structural

Ils sont catégorisés en fonction de leur structure chimique

groupe des Azolidines (pyrrolidines) : Aniracetam, Anisomycine, CX614, Dextromoramide,
Diphenylprolinol, Acide Domoic, Histapyrrodine, Acide Kainic, Methdilazine, Oxaceprol,

Prolintane, Pyrrobutamine, hygrine, cuscohygrine.

groupe des Azines: pipéridine, conicine, trigonelline, arecaidine, guvacine, pilocarpine,

cytisine, nicotine, spartéine, pelletierine.
groupe des Tropanes : atropine, hyoscyamine, cocaine, ecgonine, scopolamine.

groupe des Quinoléines : Acridine, Acide bicinchoninique, Broxyquinoline, Chlorquinaldol,
Cinchophen, Clioquinal, Dequalinium, Dihydroquinine, Dihydroquinidine,
Hydroxychloroquine, 8- Hydroxyquinoline, lodoquinol, Acide Kynurenique, Méfloquine,
Nitroxoline, Oxycinchophen, Primaquine, Quinine, Quinidine, TSQ, Topotecan, Acide
Xanthurenic, Strychnine, Brucine, Veratrine, Cevadine, EchinopsineAminoquinolines :
Chloroquine,  Hydroxychloroquine,  Primaquine,  8-Aminoquinolines:  Primaquine,

Tafenoquine, Rhodoquine, Pamaquine,

groupe des Isoquinolines: dimethisoquine, quinapril, quinapirilat, debrisoquine,
2,2'Hexadecamethylenediisoquinolinium dichloride, N-laurylisoquinoliniumbromide,

narcéine, hydrastine, berbérine

les alcaloides de I'opium :
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naturels: Morphine, Codéine, Thébaine, Papavérine, Narcotine, Noscapine,semi-
synthetiques : Hydromorphone, Hydrocodone, héroine,synthétiques: Fentanyl, Pethidine,

Methadone, Propoxyphene,

groupe des Phényléthylamines (ce ne sont pas des alcaloides au sens propre, méme si

régulierement classés comme tels) : MDMA, méthamphétamine, mescaline, éphédrine ;
groupe des Indoles :

Tryptamines: DMT, NMT  (monométhyltryptamine),  psilocybine,  sérotonine,

pseudophrynamine,

Ergolines : les alcaloides de I'ergot de seigle (ergométrine, ergotamine, ergosine, ergovaline,

ergokryptine, ergocornine, ergocristine, acide lysergique, etc.).

Béta-carbolines : harmine, yohimbine, réserpine, émétine,

groupe des Purines :

Xanthines : caféine, théobromine, théophylline,

groupe des Terpénoides :

les alcaloides de I'aconit napel : aconitine, Solanidine, Solasodine, Batrachotoxine, Delphinine
Stéroides : solanine, samandarin,

groupe des Bétaines (composés d'ammonium quaternaire, ce ne sont pas des alcaloides au

sens propre, méme si régulierement classes comme tels) : muscarine, choline, neurine.

groupes des Pyrazoles.

9- Extraction et dosage des alcaloides

9-1-Extraction
Deux cas peuvent présenter : dans le premier la drogue pulvérisée est directement épuisée par
de I'eau acidifiée; dans le second c'est avec une solution alcoolique acidifiée qu'est réalisé

I'épuisement. Dans ce cas de figure I'extraction est suivie d'une distillation sous vide
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quiélimine l'alcool et laisse une solution aqueuse acide de sels d'alcaloides.

Dans les deux cas ont donc une solution aqueuse de sels d'alcaloides qu'il faut purifier. Pour
ce fait on peut :

Alcaliniser la solution et extraire les bases par un solvant organique non miscible, Fixer
sélectivement les alcaloides contenus dans la solution sur une résine échangeuse d'ions puis
les éluer a l'aide d'un acide fort ; Precipiter les alcaloides sous la forme d'iodomercurates. Le
complexe formé est récupéré par filtration, solubilisé dans un mélange alcoolo-acétonique et
décomposé par passage sur une résine échangeuse d'ions (BRUNETON, 1999).

9-3-Dosage

Le dosage des alcaloides commence par leur extraction a l'aide d'une méthode générale
(BRUNETON, 1999). De nombreuses méthodes ont été proposées pour le dosage des
alcaloides dont les principales sont : les méthodes pondérales, ou I'on précipite I'alcaloide sous
forme de sel (silicotungstate), des méthodes volumétriques (soit alcalimétriques soit en
utilisant la précipitation des alcaloides par le réactif de Valser-Mayer des méthodes
colorimétriques basées sur une réaction colorée spécifique de l'alcaloide, des méthodes
physiologiques...etc (JAVILLIER et al, 1959).

Il faut distinguer le dosage des alcaloides totaux et celui d'un alcaloide particulier dans une
drogue donnée.

Le dosage des alcaloides totaux (AT) commence obligatoirement par leur extraction a l'aide
d'une méthode générale, on préfere généralement la méthode en milieu alcalin.

Lerésidu d'AT peut ensuite étre apprécié par une méthode gravimétrique ou par un dosage

volumétrique. Les méthodes gravimétriques sont facilement mises en ceuvre, mais la simple
pesée du résidu d'AT manque de précision : l'erreur par exces n'est pas négligeable et la
méthode est avantageusement remplacée par d'autres procédés. Dans le cas des méthodes
volumeétriques on opere soit par acidimétrie directe, soit, le plus souvent, par acidimétrie en
retour : dissolution du résidu dans un excés d'acide titré et dosage en retour de l'exces de
I'acide par une base de titre connu en présence d'un indicateur coloré. Le cas échéant, on peut
recourir a la protométrie en milieu non aqueux (bases faibles).

Pour le dosage d'un constituant ou d'un groupe de constituants dans une drogue déterminée,
on aura recours a des techniques spectrophotometriques, colorimétriques, fluorimétriques,
densitométriques. Les méthodes spectrophotometriques sont tres sensibles et assez
fréquemment préconisées : dosage des alcaloides de type quinine et de type cinchonine par

mesure de l'absorbance a deux longueurs d'onde dans les écorces de quinquina, dosage de
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lacaféine dans la feuille de thé,...etc. Si le dosage ne peut étre effectué directement, il est
possible de séparer le composé a doser par CCM et de procéder a la mesure de lI'absorbance
apres elution des taches.

Les méthodes colorimétriques peuvent également étre appliquées au dosage d'un alcaloide (ou
d'un groupe) (BRUNETON, 1999).

10-Propriétés physico-chimiques

Les alcaloides sont des composés aminés, ordinairement des aminés tertiaires,

basiques (JAVILLIER et al, 1959).

Des alcaloides en grande quantité sont capables de détruire les liaisons phosphodiester d’un
organisme, par hydrolyse avec un groupe hydroxyle (OH) libre. Ces phosphodiesters étant
chargés de la dégradation des lipides et glucides dans le corps, leur stockage est perturbé. Une
application pratique de cet effet est observee chez les fumeurs (la nicotine étant un alcaloide
d’origine végétale), qui ont tendance a prendre du poids lorsqu’ils arrétent de fumer. Les
nucléotides composant I’ADN et I’ ARN sont elles aussi liées par des liaisons phosphodiester.
Si elles sont détruites, cela risque d’entrainer des erreurs de copie de 1’information
génomique, et donc altérer le codage des acides aminés formant les protéines du corps. Si
I’altération est suffisante pour aboutir a une protéine totalement différente, le fonctionnement
de I’organisme peut s’en trouver changé. Et comme la réparation de ’ADN passe également
par les liaisons phosphodiester, si celles-ci dont détruites, 1’erreur génétique va persister et
peut aboutir & des cancers. On remarque d’ailleurs le taux ¢élevé de cancer du poumon chez les

plus gros consommateurs de nicotine(GUIGNARD, 2000).

Dans la nature, les alcaloides existent souvent sous forme optiquement active; parfois, le
méme alcaloide se rencontre, a I'état naturel, sous les trois formes: d-, I- ou dI- (nornicotine)
(JAVILLIER etal, 1959).

Presque toujours ils sont capables de dévier la lumiére polarisée, les bases cristallisées et
donnent des points de fusion nets, sans décomposition surtout au-dessous de 200°C
(BRUNETON, 1999).

La solubilité des alcaloides est en fonction du pH. En regle générale :

Les alcaloides bases sont solubles dans les solvants apolaires (organiques) et les alcools et
insolubles dans I'eau tableau, La basicité des alcaloides est trés variable, étant étroitement
fonction de la disponibilité du doublet libre de lI'azote. Elle est également influencée par des
contraintes stériques. C'est un facteur d'instabilité pour les molécules qui, a I'état de base et en

solution, sont sensibles a la chaleur, a la lumiére et a l'oxygéne. La basicité des
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alcaloidespermet de former des sels avec des acides minéraux (chlorhydrates, sulfates,

nitrates) ou organiques (tartarates, sulfamates, maléates). Figure 09

:\‘C;lld',"\l - .');:\L‘ w..tak'.!illiti"

Figure N° 09: structure des alcaloides bases et les sels d'alcaloide (GHESTEMet al, 2001).
Les alcaloides sels sont solubles dans l'eau et les alcools et insolubles dans les
solvantsapolaires (GHESTEM et al, 2001).tableau 1

Tableau 1 : la solubilité des alcaloides (GHESTEM et al, 2001)

pH alcalin pH acide
Insoluble dans H,O Soluble dans H,O et les alcools (M,OH, Et
OH)

Soluble dans les solvants organiques apolaires | Soluble dans les solvants organiques apolaires
Et les alcools (MeOH, Et OH)

(non ionisé) (ionisé)

11-Extraction par un solvant en milieu alcalin

lere étape

La drogue pulvérisée et delipidée est mélangée a une solution aqueuse alcaline qui déplace les
alcaloides de leurs combinaisons salines, les bases ainsi libérees sont ensuite solubilisées dans
un solvant organique. L'agent d'alcalinisation est trés souvent I'ammoniaque.

Si la structure des alcaloides a extraire comporte un élément fragile, par exemple une fonction
ester, I'ammoniaque sera remplacée par un carbonate alcalin. Dans certains cas particuliers, on
aura recours a un mélange d'hydroxyde de calcium et d'hydroxyde de sodium.

Le solvant organique peut étre un solvant chloré (dichlorométhane, chloroforme), le benzéne
ou le dioxyde d'éthyle.

L'extraction peut se faire par simple contact ou, et c'est de loin préférable, par contacts
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multiples dans des installations fonctionnant sur le principe de l'appareil de Soxhlet.
Industriellement, on utilise ce type d'appareil ou, plus efficacement encore, des extracteurs
solide-liquide fonctionnant sur le principe du contre-courant.

2eme Etape

Le solvant organique contenant les alcaloides bases est séparé du marc et si nécessaire,
concentré partiellement par distillation sous pression réduite. Le solvant est alors agité avec
une solution aqueuse acide : les alcaloides se solubilisent dans la phase aqueuse sous forme de
sels tandis que les impuretés neutres restent dans la phase organique. L'opération est répétée
autant de fois qu'il est nécessaire jusqu'a ce que la phase organique ne contienne plus
d'alcaloides. Les acides utilisés sont trés variables (chlorhydrique, sulfurique, sulfamique.
tartrique,...etc) mais sont toujours employés en solutions diluées (1 a 5%).

3eme €tape

Les solutions aqueuses de sels d'alcaloides, réunies et le cas échéant « lavées » par un solvant
apolaire (hexane, oxyde de diéthyle), sont alcalinisées par une base en présence d'un solvant
organique non miscible a I'eau. Les alcaloides bases précipitent et se dissolvent dans la phase
organique. L'épuisement de la phase aqueuse est poursuivi jusqu'a ce que tous les alcaloides
soient repasseés en phase organique. Cette étape de purification peut se faire, comme la
précédente et selon les quantités mises enjeu, dans une ampoule a décantation ou dans des
appareils plus ou moins complexes : perforateurs, extracteurs centrifuges. En dernier lieu, le
solvant organique contenant les alcaloides bases est décanté, débarrassé des traces d'eau qu'il
peut renfermer par déshydratation sur un sel anhydre (par exemple le sulfate de sodium) et
évaporé sous pression réduite. Il reste alors un résidu secles alcaloides totaux. (BRUNETON,
1999).

12-Les effets des alcaloides

Les alcaloides sont des substances particulierement intéressantes pour leurs activites
Pharmacologiques (BRUNETON, 1999).

Ils ont aussi de nombreuses utilisations thérapeutiques (GHESTEM et al, 2001) notamment :
Au niveau du systéeme nerveux centrale (SNC) comme dépresseurs (morphine, scopolamine)

ou stimulants (caféine, strychnine).

Au niveau du systéme nerveux autonome (SNA) comme sympathomimétiques(éphédrine,
sympatholytiques, yohimbine, ergotine), parasympatholytiques(atropine, hyoscyamine) ou

ganglioplégiques (spartéine, nicotine).

Il existe aussi des curarisants, d'anesthésiques locaux (cocaine), d'antifibrillants (quinidine),
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d'antitumoraux, (vinblastine, ellipticine), d'antipaludiques, (quinine), d'amoebicides
(émetine). Ces activités conduisent a une utilisation importante des drogues a alcaloides
(BRUNETON, 1999). Les alcaloides sont utilisés soit tels quels, soit sous formes de dérivés
plus actifs, (DELPHANIQUE et al, 1996).

12-1- Effets des alcaloides sur le systeme nerveux central (SNC)

Certains alcaloides agissent sur le SNC comme dépresseurs ou stimulants (GHESTEM et al,
2001).

-L'atropine : exerce des effets consécutifs a son interaction avec les récepteurs
muscariniques centraux, aux doses toxiques, elle provoque une excitation importante :
agitation, désorientation, exagération des réflexes, hallucinations, délire, confusion

mentale, insomnie.

A faible dose, I'action peu nette, est a tendance dépressive, sédative (BRUNETON, 1999).
-La scopolamine : l'activité parasympatholytique de cet alcaloide est identique a celle

de l'atropine, mais moins marqués. Ses effets sur le SNC sont nets : action sédatives,
dépressive, hypnotique, amnésiante (BRUNETON, 1999).

-La nicotine : est un stimulant centrale, elle provoque des tremblements et des convulsions.
La nicotine excite les cellules médullaires de Penchan et diminue ainsi les réflexes
médullaires mono et polysympatiques (COHEN et al, 1981).

-L'éphédrine : produit une excitation sur le SNC avec des tremblements de I'insomnie, elle
produit tous les effets de la noradrenaline.

-La cocaine : résulte de la potentialisation de la transmission dopaminergique dans le systéme
limbique du cerveau antérieur.

-La pilocarpine et I'arécoline : ont des effets centraux de type parkinsonien comprenant le
tremblement et I'ataxie qui sont le résultat de l'activation des récepteurs muscariniques aux
niveaux des ganglions de la base. La pilocarpine détermine un éveil cortical caractéristique
(GOODMAN et al, 1996).

-L'ergotamine: est plus de 26g efficace dans le traitement de la migraine (KATZUNG,
2000).

-La morphine: la morphine induit une analgésie sélective : elle déprime trés fortement la
perception nociceptive, elle éléve le seuil de la douleur. (BRUNETON, 1999)

-La caféine : elle agit principalement au niveau du SNC comme un stimulant cortical. La
caféine a I'état d'éveil, facilite I'idéation et diminue la sensation de fatigue(BRUNETON,
1999).
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-L'hyocine : a une action dépressive sur le SNC (JAVILLIER et al, 1959).

-La vincamine : améliore le fonctionnement des cellules cérébrales.

12-2- Effets des alcaloides sur le systeme nerveux autonome (SNA)

-Le groupe atropine/ hyoscyamine : a une action parasympatholytique sur le SNA et une
action spasmodique ou spasmolytique.

-La scopolamine : a une action antinauséruse et une action parasympatholytique plus faible
que celle de I'atropine et I'hyoscyamine.

-La cocaine : est un anesthésique local tres puissant, c'est un produit sympathomimétique.
-La sparteine : coupe la conduction au niveau des ganglions des nerfs sympathiques.

-La codéine : a une activité antitussive, antalgique et antidiarrhéique.

-La nicotine : stimule les ganglions parasympathiques puis un ralentissement par

stimulation des ganglions sympathiques (COHEN et al, 1981).

-L'éphédrine : s'apparente a l'adrénaline, provoquant une libération des catécholamines
endogenes ; c'est un sympathomimétique indirect (CHARPENTIER et al, 1998).

Au niveau du systéme nerveux autonome les alcaloides agissent au niveau de plusieurs
organes et appareils comme 1'eeil, l'appareil respiratoire, l'appareil rénal, le tube digestif,
I’appareil génital, ...etc.

12-2-1-Effets des alcaloides sur I'appareil respiratoire

-La morphine : posséde une action dépressive centrale par la dépression respiratoire avec
risque d'arrét respiratoire.

-La nicotine : a faible dose entraine la paralysie respiratoire.

-La tubocurarine : diminue la fréquence et I'amplitude respiratoire par l'action directesur le
bulbe (COHEN et al, 1981).

-L'éphédrine : accélére les mouvements respiratoires et augmente leur intensité, c'est un
bronchodilatateur et stimulante du centre respiratoire bulbaire.

Grace a la présence de caféine et de théophylline, le thé est un stimulant respiratoire
(CHOPRA et al, 2002).

-La codéine : exerce une action antitussive. Cette activité s'accompagne d'une légére
dépression des centres respiratoires (BRUNETON, 1999).

12-2-2- Effets des alcaloides sur les sécrétions

-L'atropine : elle entraine un freinage des sécrétions salivaires (sécheresse buccale),
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gastriques, sudorales, pancréatiques, bronchiques et lacrymales (BRUNETON, 1999).

-La pilocarpine : parasympatholytiquement, la pilocarpine provoque une hypersécrétion
salivaire, gastrique et sudorale (BRUNETON, 1999).Elle est utilisée lors d'une insuffisance
rénale (B. CHARPENTIER et al, 1998).

12-2-3- Effets des alcaloides sur I’appareil rénal

Les fleurs de Genét balein (riches en spartéine) sont utilisées sous formes de tisane comme un
diurétique.

-La colchicine : est utilisée dans le traitement de la goutte (élévation de l'acide urique
sanguin) et aussi pour un traitement de I'allopurinol (pour éviter la crise de la goutte)
(CHARPENTIER et al, 1998).

-La caféine : a un effet diurétique (CHOPRA et al, 2002).

-L'eéphédrine : affaiblit la capacité contractile de la vessie.

-La morphine : induit une rétention urinaire, c'est un antidiurétique (BRUNETON, 1999).
10-2-4-Effets des alcaloides sur le tube digestif :

-L'atropine : induit un relachement des fibres lisses, une inhibition motrice diminution de
tonus, de l'amplitude et de la fréquence des contractions péristaltiques intestinales
(BRUNETON, 1999).

-L'aminoaeide de I'ésérine : est administré a la dose de 1 a 3 mg per os dans les troubles
gastro-intestinales, I’hypochlorhydrie et I'insuffisance digestive (COHEN et al, 1981).

-La strychnine : stimule le tube digestif a la dose de 1 & 3 mg/j (CHARPENTIER et al,
1998, 2004).

-La morphine : provoque un vomissement et agit au niveau des fibres musculaires lisses
(BRUNETON, 1999).

12-2-4- Effets des alcaloides sur I'appareil genital
-La spartéine : stimule les fibres lisses de l'utérus (CHARPENTIER et al, 1998).
-La méthylergometrine : est utilisée en cas de saignements importants ou prolongé apres

I'accouchement pour contracter I'utérus et faire cesser I'némorragie (BRUNETON, 1999).

12-3-Effets des alcaloides sur le systeme cardiovasculaire
-L'atropine : au niveau cardiaque, l'atropine apres une bradycardie éleve le rythme par
suppression de laction freinage du vague, au niveau vasculaire : les effets

tentionnelssontmarqués (mais a doses toxiques, on observe une vasodilatation des vaisseaux
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capillaires cutanés surtout au niveau de la face) (BRUNETON, 1999).

-La caféine : a un effet chronotrope et un effet inotrope : ces deux propriétés définissent cette
substance comme un analeptique cardiaque; possede un effet hypertenseur et provogque une
augmentation du débit cardiaque.

-La théophylline : est un bronchodilatateur.

-La nicotine : l'action de la nicotine sur la pression artérielle est typique ; c'est un
hypertenseur, elle accroit la fréguence et la force des battements cardiaques et la
consommation de I'oxygéne par le myocarde. (COHEN et al, 1981).

-L'éphédrine : est un chronotrope et inotrope positif sur le ceeur. C'est un vasoconstrictrice,
son effet cardiaque est plus marqué que son effet vasculaire.

-L'ésérine : produit un ralentissement des battements du cceur, par une action muscarinique,
cette action est inhibée par latropine et remplacée par une accélération cardiaque
(CHARPENTIER et al, 1998).

-La quinidine : est un sédatif cardiaque qui diminue I'excitabilité, la conductibilité et la
contractibilité du myocarde.

-La morphine : est un dépresseur cardiaque avec bradycardie, il provoque aussi
I'nypertension.

-La codéine : est un dérivé de la morphine, a une action analgésique (JOLLIET et al, 2000).
-La sparteine : agit comme un tonique cardiaque, recommandés comme cardiosédatif.
-L'agmatine : c'est un antifibrillant. Il ralentit les battements de cceur.

-L'hordéine est I'hydrastine : sont des hypertensive. (JAVILLIER et al, 1959).

12-4- Autres actions des alcaloides

Des recherches sont faites pour I'emploi comme anticancéreux.

- La nicotine : induit la fibrillation des muscles striés par action sur la plague motrice,
provoque leur contraction en libérant le calcium du reticulum sarcoplasmique(COHEN et al,
1998).

-la caféine : provoque un ralentissement des fibres lisses au niveau des vaisseaux et des
poumons et elle favorise la contraction musculaire au niveau des fibres striees.

-La colchicine : est un antitumorale ; elle bloque la division cellulaire au stade de
lamétaphase.

-La strychnine : est un antiasthénique et un médicament contre I'énurésie, elle entre dans la

composition d'appats empoisonnés pour les rougeurs (RUBIN et al, 2004).
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-La serpentine : est un antidiabétique, anti-leucémique, anti-tumorale, elle bloque la division

en stade métaphase par action antitubuline.

-La vinblastine et la vincristine : sont utilisés dans le traitement des leucémies, de la

maladie de Hodgkin et de diverses autres tumeurs.

-La quinine : est un antimalarien qui rend encore service dans certaines formes graves du

(paludisme, il reste un antipaludique et un fébrifuge précieux (AIACHE et al, 1989).

-La broncriptine : inhibe la lactation des dérivés plus simples comme le LSD

(diethylamidede l'acide lysergique) (DELPHANIQUE et al, 1996).
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Chapitre 111 : Les souches bactériennes testées

1-1-Rappel sur les bactéries

Une bactérie est un microbe formé d’une seule cellule, visible au microscope, appartenant a
une zone de transition entre le régne animal et le régne vegetal. Comme toute cellule, les
bactéries sont constituées d’un noyau, isolé ou diffus, un protoplasme contenant des
granulations et des vacuoles, une paroi parfois d’une capsule. Certaines bactéries sont mobiles
grace a des cils vibratiles. Selon leur mode de nutrition et leur comportement vis-a-vis de
I’oxygene, les bactéries sont classées en aérobies et en anaérobies.

Les bactéries se reproduisent selon deux modes :

la division simple ou scissiparité la sporulation, la spore représentant la forme de résistance et
de dissémination du germe. Pour croitre, les bactéries doivent trouver dans le milieu extérieur
des conditions physico- chimiques favorables qui leur sont nécessaires et les aliments
couvrant leurs besoins énergétiques élémentaires et specifiques. Sur le plan pratique, ces
besoins sont satisfaits dans des milieux élaborés par I’homme en vue d’étudier les bactéries et

sont appelés de ce fait, milieux de culture (MOGODE, 2005).

1-2- la structure bactérienne

Une bactérie est composée :

d’un noyau, contenant dans un seul chroosome, le patrimoine génétique de la cellule d’un
cytoplasme, contenant des ribosomes, siége des protéiques et éventuellement des plasmides
d’une paroi, ou membrane, lui donnant sa forme, sa rigidité et ses antigénes, le constituant
essentiel d’une paroi bactérienne est mucopeptid (ROZIER et al, 1985).

2-Classification des bactéries d’intérét médical

2-1- Bactéries en forme de sphere : les coccies

2-1-1-Coccies Gram positif

Nous avons les genres Staphylococcus, Streptococcus, Microcoques, Pneumocoques,
Enterococcus.

2-1-2- Coccies Gram négatif
Nous avons le genre Neisseria.

2-2- Bactéries en forme de batonnet : les bacilles
2-2-1-Bacilles Gram positif
Nous avons les genres Listeria, Erysipelothria, Bacillus, Cynetobacter, Actynomyces.

2-2-2 Bacilles Gram négatif
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Nous avons les genres Enterobacter, Pasteurella, Haemophilus, Bordetella, Brucella,
Francisella, Pseudomonas, Acinetobacter.

2-2-3 Bacilles acido-alcoolo résistants (BAAR)

Ici, nous retrouvons le bacille de la tuberculose et celui de la lépre.

2-3-Bactéries en forme de spirale : les spirochétes

Nous avons les genres Treponema, Leptospira, Borrella, Spirilum.

2-4- Flore bactérienne anaérobie

2-4-1 Gram positif

Nous avons les genres Clostridium, Peptococcus Peptostreptococcus, Propionobacterium.
3-4-2 Gram négatif

Nous avons les genres Veillonella, Fusobacterium, Bacteroides (MOGODE, 2005).

3- Les infections bactériennes

Une infection bactérienne est un ensemble de troubles qui résultent de la pénétration d’une
bactérie pathogene dans un organisme Elle peut étre, locale, lorsqu’elle se manifeste
uniguement au niveau ou les germes ont pénétré.

générale, lorsqu’un germe franchit les barriéres opposées par 1’organisme a son entrée (Peau,
mugueuses) ou au niveau des ganglions, il pénétre dans le sang et se dissémine par celui- ci
dans tout I’organisme. focale : c’est I’infection en foyer dans les tissus ou organes ou les

germes sont apportés par la circulation sanguine (MOGODE, 2005).
4-L es souches testees

4-1-Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa est une commune bactérie qui peut causer la maladie chez les
animaux, y compris les humains. Ce est le citrate, catalase et oxydase positif. Il se trouve dans
le sol, I'eau, la flore de la peau, et la plupart des environnements artificiels dans le monde
entier. 1l se développe non seulement dans des atmosphéres normales, mais aussi
dans hypoxiques atmospheres, et a, ainsi, colonisé de nombreux environnements naturels et
artificiels. 1l utilise un large éventail de matiéres organiques pour la nourriture; chez les
animaux, sa polyvalence permet a I'organisme d'infecter les tissus endommagés ou ceux qui
ont une immunité réduite. Les symptomes de ces infection sont
généralisées inflammation et la septicémie .Si ces colonisations se produisent dans les organes

du corps critiques, tels que les poumons , le tractus et les reins , les résultats peuvent étre
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mortels. Comme il se développe sur des surfaces humides, cette bactérie se retrouve

également sur et dans I'équipement médical (GBENOU et al, 2011).

Figure N°11 : Pseudomonas aeruginosa (GBENOU et al, 2011).
4-2-Staphylococcus aureus

Les staphylocoques sont des bactéries de type cocci a Gram positif, qui se retrouvent
fréquemment chez les personnes en bonne santé, habituellement dans la muqueuse du nez. La
bactérie peut ensuite coloniser d’autres régions, via les mains, et en particulier les parties

humides du corps comme les aisselles ou la zone génitale.

Parmi la quarantaine de types de staphylocoques existants, le staphylocoque doré
(Staphylococcus aureus) est le plus souvent rencontré dans les pathologies infectieuses. Ce
staphylocoque peut causer des infections graves.
De plus, il est I’un des principaux responsables des infections nosocomiales, c'est-a-dire

contractées en milieu hospitalier, ainsi que des intoxications alimentaires.

Les staphylocoques sont a I’origine d’affections de la peau, le plus souvent bénignes comme
I’impétigo, mais, le staphylocoque doré peut entrainer des infections plus graves comme
certaines formes de pneumonies et de méningites bactériennes. Ce type de bactérie est
également une des principales causes d’intoxication alimentaire liée & des cas de gastro-
entérite.Lorsque les staphylocoques dorés se développent dans la circulation sanguine, ils
peuvent se fixer dans les articulations, les os, les poumons ou le coeur. L’infection peut se

révéler trés grave et parfois méme étre mortelle (MARSHALL, et WILMOTH, 1981)
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Figure N°12 : Staphylococcus aureus (MARSHALL, et WILMOTH, 1981)

4-3-Staphylococcus aureus sub sp. aureus

Staphylococcus aureus est un pathogéne qui provoque une intoxication alimentaire et
I'infection associée communautaire avec la résistance aux antibiotiques. Cette espece est un
microbe intestinale indigéne trouvé chez les nourrissons et ne trouve pas dans l'intestin adulte.
La taille relativement petite du génome et I'évolution rapide des génes de résistance aux
antibiotiques dans les especes ont attiré une attention croissante a la santé publique. Pour
étendre notre compréhension des espéces et d'utiliser les données du génome pour des études
génomiques comparatives, nous avons séquencé la souche type de S. aureus subsp. aureus
(KIM et al, 2014)
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Figure N°13 : Staphylococcus aureus subsp. aureus (KIM et al, 2014)
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4-3- Escherichia coli

Escherichia coli (bacille a Gram négatif), commensal du tube digestif, est la bactérie la plus
fréqguemment impliquée dans les infections urinaires.

Elle peut aussi provoquer des diarrhées par des mécanismes tres divers, ainsi que diverses
infections communautaires ou nosocomiales (NATARO et KAPER, 1998).

Escherichia coli

(photographlee au microscope électronique)

Figure N°14: Escherichia coli (GIRAULT, 1971).
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Chapitre 1V : Matériel et méthodes

Matériel et méthodes

Le travail expérimental, pour but I’étude de I’activité antibactérienne d’une plante médicinale:

Hyoscyamus albus L.

La partie expérimentale a été réalisée au laboratoire de microbiologie, Université Abbés

Laghrour —Khenchela- .

Matériel
1-Matériel vegétal

L’espeéce sélectionnée Hyoscyamus albus L. a été récoltée dans la région de Arris (wilaya de
Batna) en 26/ 04/ 2013.

Le matériel végétal est constitué de la partie racinaire. la plante récoltée a été séché a I’ombre
et a lair libre, apres le séchage la plante a été broyée pour obtenir une poudre fine pour

I'utiliser dans les différents tests.
2. Matériel technique de laboratoire

a-Rota vapeur

b- Etuve

c-Rota vapeur

d-Chambre d’observation UV

e-vortex

f-Autoclave

g-Balance

[1 Verrerie

*fioles, tube a essais, entonnoirs, pipette pasteur, bécher
*Ampoule a décanter 250 ml

*Ballon

*Burette graduée

*Boites petri

[1 Produits chimiques

*Ethanol (CH-OH)
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*Chloroforme (CHCls)
*Acétone (CH3COCHs3)
*Chlorure ferrique FeCls
*Hydroxyde d’ammonium (NH4OH 10%)
* Acide acétique (AcOH)
* Hydrochloride HCI
*Hydroxyde de sodium (NaOH).
*Réactif de Mayer.
*Réactif de Wagner
*Acide sulfurique (H2SOy)
3- Etude phyto-chimique de la jusquiame blanche
(Screening phytochimique)
Il est indispensable de connaitre les différents groupes chimiques de la plante.
3-1-Mise en évidence des tanins
A 2 ml de la solution a tester, ajouter 2 a 3 gouttes de solution de FeCl; a 2%.
Un test positif est révélé par 1’apparition d’une coloration bleue-noire et un précipite
(Laisser reposer quelques minutes) (KARUMI et al, 2004).
3-2-Mise en évidence des saponosides
[ Test1:
5 ml de la solution a tester sont bien mélangés avec 10 ml d’eau distillée pendant 2 min. La
formation d’une mousse persistante aprés 15 min confirme la présence des saponosides
(KARUMI et al, 2004).
(1 Test2:
5 ml de I’extrait sont mélangés avec 2 ml de chloroforme et 3 ml d’acide sulfurique concentré.

Une couleur rouge-marronne de la couche d’interface indique la présence des triterpénes

hétérosidiques (EDEAGA, 2005).

3-3-Mise en évidence des flavonoides

5 ml de I’extrait butanolique sont traités avec quelques gouttes d’AlCI, (1%).

La présence des flavonoides est confirmée par I’apparition d’une couleur jaune (EDEAGA,
2005).

3-4-Mise en évidence des composés réducteurs

Ce test est basé sur la réaction de Keller-Kiliani.
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A 1 ml de I’extrait ajouter 5 ml d’acide acétique contenant des traces de FeClz et 5 ml d’acide
sulfurique contenant des traces deFeCls,

La présence des composes réducteurs est confirmé par la formation de deux phases, une
colorée en brun rouge (acide acétique) et la deuxiéeme en bleu-vert (acide sulfurique)
(EDEAGA, 2005).

Parmi les composés réducteurs on note les coumarines,

3-5- Mise en evidence des coumarines

La mise en évidence de ces derniéres se fait selon la méthode décrite par (BENMEHDI,
2000).

Placer 1 g d’échantillon de la plante humide dans un tube a essai. Couvrir le tube avec un
papier imbibé d’une solution de NaOH et le placer dans un bain marie pendant quelques
minutes.

Ajouter 0,5 ml de NH;,OH(10%). Mettre deux taches sur un papier filtre et examiner sous la
lumiére ultraviolette. La fluorescence des taches confirme la présence des coumarines
3-6-Mise en évidence des alcaloides

Test 1 : Ce test est fait pour révéler la présence ou I’absence des alcaloides sels.

L’extrait sec, ajouter 5 ml d’HCI 2N au résidu et chauffer dans un bain marie. Filtrer le
mélange et réaliserles tests avec le réactif de Wagner (2g de KI et 1,27g d’12 solubilisé dans
100 ml d’eau distillée). La présence de turbidité ou de précipitation indique la présence des
alcaloides sels (BENMAHDI, 2000).

Test de Mayer 2 :

5ml de solution ou extrait brut, ajouter quelques gouttes du réactif Mayer. La présence de
turbidité ou de précipitation indique la présence des alcaloides sels.

4-Extraction des alcaloides

Les racines de la jusquiame blanche récoltées ont été nettoyées puis broyées. 10g de la
matiére végétale obtenue est mise a macérer dans un mélange hydro alcoolique: Ethanol +
Eau (70%, 30% V / V) pendant 24H.

La macération est répétée 2 fois avec renouvellement du solvant, puis on filtre.

Aprés filtration, le filtrat a subi une 1’évaporation sous vide (Rota vapeur) a 50 °C, la solution
(Extrait brut) a subi des extractions successives de type liquide-liquide en utilisant le solvant
de chloroforme (50ml) ; HCl (50ml) et I’hydroxyde d’ammonium (50ml), I’extraction est
répétée trois fois (BRUNETON, 1999).

5-Détermination des alcaloides totaux (BRUNETON, 1999)
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L’estimation des alcaloides des extraits végétaux par dosage par volume a été realisée par la
méthode classique.

Mettre les alcaloides totaux dans volume de HCIO.2N et ajouter le Na OH 0.2N en présence
de rouge diméthyle comme témoin jusqu'a le changement de la couleur.

On calcule le pourcentage de chaque échantillon (I’échantillon considérée comme
hyoscyamine) selon la loi des médicaments égyptien(1971) selon la relation suivante :
volumed acide(0.2N) — volumedebase (0.2N)(n - 1)

poidsd chantillon(g)

Obdes alcaloides =

6-Etude de I’activité antibactérienne

Nous avons appliqué la technique par contact direct dite aromatogramme pour évaluer

I’activité antibactérienne de différents extraits de la jusquiame blanche (MABKHOTA et
YOUNSI, 2005).

6-1-Cueillette des souches testés

Les effets de I’activité biologique des plantes sont étudiés sur les souches bactériennes :
Souche 01 : Pseudomonas aeruginosa

Souche02 : Staphylococcus aureus

Souche03 : Staphylococcus aureus subsp aureus

Souche 04 : Escherichia coli

Provenant de laboratoire de Microbiologie a 1’hdpital de la wilaya de Khenchela.
Les tests d’activité biologique sont réalises au niveau du laboratoire de microbiologie de

I’institut de biologie de I’'université Abbés Laghrour — Khenchela-.

6-2-Matériel de I’activité antibactérienne

-une gélose Mueller-Hinton en boite de Pétri
-disques d'antibiotique, ou un distributeur permettant la dépose standardisée des

disques sur la gélose

- une souche pure de la bactérie a étudier

-un rateau ou un écouvillon

-une pipette de 1 ml
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-pipette pasteur

-Eau physiologique stérile

6-3-Méthode des disques

C’est une vieille méthode pour mesurer le pouvoir antibactérien des antibiotiques de synthese.
La méthode est appelée aromatogramme par référence a I’antibiogramme, la seule différence
est que I’antibiotique est remplacé par les composés étudies:(I’aromatogramme est a la
phytothérapie ce que I’antibiogramme décrit par la pharmacopée frangaise des antibiotiques
est a la médecine) (GIRAULT, 1971).

Inspiré de la méthode de SHROEDER et MESSING (1949), I’aromatogramme consiste a
utiliser des disques de papier filtre imprégnés dans les solutions et placés a la surface des
géloses ensemencées. Apres incubation, les diamétres d’inhibition sont mesurés en mm ; ils
correspondent aux zones ou les germes avaient été inhibés ou détruits par la diffusion de
COMPOsEs.

La sensibilité d’un germe est nulle(-) quand le diamétre est inférieur ou égal a 8 mm (N).

Elle est limitée (+) pour un diamétre compris entre 8et 14 mm (L) et moyenne.

Pour un diametre entre 14 et 20 mm (M) .Pour un diamétre supérieur ou égal a 20 mm, le
germe est trés sensible (S) (GIRAULT, 1971).

6-4-Préparation des solutions tests

Les solutions testées sont les solutions de

-Test négatif (Ethanol 70%)

-Test positif (Oxacilline)

-Extrait brut de la plante (extrait éthanoique)

-Extrait des alcaloides

6-5-Préparation des disques

Cette préparation se fait a partir du papier WathmanN°3 qui est découpé en disques de06 mm
de diameétre, Ces disques seront placés dans un tube a vis pour stérilisation a 1’étuve pendant
30 mina 130°C

On a les disques de :

-Test négatif.

-Test positif (Oxacilline)

-Extrait brut de la plante

-Extrait des alcaloides
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6-6-Milieux de culture

Cette étape consiste a faire couler les boites de pétri avec le milieu chaud Mueller

Hinton pour les souches bactériennes, 1’¢paisseur de la gélose doit étre de 4mm.

6-7-L’ensemencement

L’ensemencement se fait par inondation de fagon a recouvrir entiérement la surface

gélosée. L’exces est ré aspiré. Les boites ainsi ensemencées sont mises a sécher 15 Mn a
37°C.

6-8-Application des disques

Les disques chargés de principe actif a testée sont déposés a 1’aide d’une pince a la surface du
milieu gélosés, préalablement ensemencé a 15 mm du bord de la boite de pétri.

Ils doivent étre parfaitement appliqués a plat sans glissement en appuyant légérement sur la
surface de la gélose.

Il est important d’observer une pré diffusion du principe actif de 30 mn a température
ambiante avant de porter les boites a 1’étuve a 37°C, pendant 18 heures pour les souches

bactéries.
6-9-Lecture

Aprés la culture, la lecture s’effectue en mesurant sur chaque disque le diameétre
d’inhibition du principe actif. Cette distance millimétrique est ensuite reportée sur 1’échelle de
concordance afin que la souche soit interprété en sensible, intermédiaire ou résistante vis-a-vis

de principe actif étudié.
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Boite de Pétni

Souches test

Mihien de culture

Disgue imbibé

Zone d’inhibition

Croissance microbienne

Figure N°15: illustration de la méthode des aromatogrammes sur boite de Pétri (PIBIRI,
2005).

7-Analyse statistique des donneées

Les analyses de variance des résultats de 1’activité antibactérienne ont été réalisées par le
logiciel statistique MINITAB.

Les différences considérées hautement significatives a p < 0.01.
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Chapitre V : Résultats et discussion

Résultats et discussion

1-Criblage phytochimique de I’espéce Hyoscyamus albus L.
Les résultats de screening phytochimique des racines de la jusquiame blanche sont présentés

dans le tableau ci-dessous
Tableau N°02 : les résultats des réactions en tubes de la partie racinaire de 1’Hyoscyamus

albus L.
Recherche Résultats
Extrait brut
Les tanins Apparition d’une
coloration bleue
noir(+)
Les saponosides Formation d’une
mousse persistante(+)
Les flavonoides Apparition d’une
couleur jaune (+)
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Extrait brut
; Formation de deux
Les composes
) phase une en brun
réducteurs
rouge et ’autre en bleu
vert (+)
Les coumarines La présence la
florescence(+)
Extrait brut
Les alcaloides La présence de turbidité
(+)

+ Fonction de I’intensité de la coloration et/ou des précipités.
Les résultats ont été positifs avec les saponosides, les flavonoides, les composés réducteurs,
les tanins et les alcaloides. Donc les racines de Hyoscyamus albus L. récoltées d’Arris

renferment presque toutes les grandes familles des métabolites secondaires.
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Ce qui est en accord avec les résultats obtenus par Hannachi(2013) sur la partie aérienne.

2- Le rendement ou le dosage des alcaloides totaux extraits

Le pourcentage des alcaloides de la partie racinaire de I'Hyoscyamus albus L. est de 0,84%
par contre la partie aérienne de la méme espéce I'Hyoscyamus albus L. séchée a 1’abri de la

lumiére a donné un pourcentage de 0,783% (Hannachi, 2013).

Ce rendement est élevé par rapport au rendement d’alcaloide de la partie aérienne trouvé par

Hannachi (2013) pour la méme espéce récoltée de la méme région et dans la méme période.
3- L’étude de I’activité antibactérienne de I’Hyoscyamus albus L.

3-1-Analyse de la variance

Les résultats de ’analyse de variance de I’activité antibactérienne sont illustrés dans le

tableau ci-dessous.

Tableau N°03 : I’analyse de variance du diamétre de la zone d’inhibition (cm)

source DDL SC CM F P
Souches 3 7.33 2.44 1.68 0.192
Extraits 3 1027.50 342.50 234.86 0.000
Interaction 9 23.50 2.61 1.79 0.109
Erreur 32 46.67 1.46

Total 47 1105.00

L’analyse de variance des résultats de 1’activité antibactérienne en fonction des extraits et des
souches testées présente une différence significative entre les extraits testés ( extraits brut,
I’extrait alcaloidique, test négatif et test positif) avec p=0.000, et ne présente aucune
différence significative entre les souches testées : Pseudomonas Aeruginosa (G-) Escherichia
coli (G-) Staphylococcus aureus (G+) Staphylococcus aureus (G+) ( p=0.192), ainsi que

I’interaction entre les souches et les extraits( p=0.109).

37



https://www.google.dz/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=2&cad=rja&uact=8&ved=0CCQQFjAB&url=https%3A%2F%2Fwww.atcc.org%2F~%2Fps%2F43300.ashx&ei=9uNYVad3xfJQpsCB4AQ&usg=AFQjCNH1SqJLAfIf2-O4FcWl8VT20Za8KQ&bvm=bv.93564037,d.ZGU

Chapitre V : Résultats et discussion

3-2- L’activité antibactérienne de teste négatif d’Hyoscyamus albus L.

Tableau N°04: Résultats de ’activité antibactérienne de 1I’éthanol 70%.

Souches bactériennes Le diamétre de la zone

d’inhibition (mm)

Pseudomonas aeruginosa -

Staphylococcus aureus -

Staphylococcus aureus subsp. aureus -

Escherichia coli -

Selon I’observation des résultats présentés dans le tableau N°4, On constate que le test négatif
I’éthanol 70% n’a aucun effet sur les souches bactériennes testées.

Méme résultat trouvé par Hannachi (2013) pour la partie aérienne de la méme espece.

3-3- L’activité antibactérienne de I’extrait éthanolique brut d’Hyoscyamus

albus L.

Tableau N°05 : Résultats de I’activité antibactérienne de I’extrait éthanolique de la jusquiame

blanche.

Le diametre de la zone
Souches bactériennes d’inhibition (mm)
Pseudomonas aeruginosa 10
Staphylococcus aureus 7
Staphylococcus aureus subsp. aureus 8,5
Escherichia coli 8

On remarque aussi que I’extrait éthanolique brut des racines de 1’Hyoscyamus albus L.
présente une activité antibactérienne moyenne contre les souches testées (Pseudomonas

aeruginosa, Staphylococcus aureus, Staphylococcus aureus subsp. aureus, Escherichia coli).
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3-4- L activité antibactérienne de I’antibiotique d ’Hyoscyamus albus L.

Tableau N°06: Résultats de 1’activité antibactérienne de I’antibiotique oxacilline

Souches bactériennes Le diamétre de la zone

d’inhibition (mm)

Pseudomonas aeruginosa 8

Staphylococcus aureus 10
Staphylococcus aureus subsp. aureus 13
Escherichia coli 14

Les résultats présentes dans le tableau N° 6. On remarque que le test positif 1’antibiotique
oxacilline présente une activité antibactérienne contre vis a vis les souches testées
(Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Staphylococcus aureus subsp. aureus,
Escherichia coli) exprimée par des diamétres de la zone d’inhibition varie entre 8 et 14 mm,
dont la souche Pseudomonas aeruginosa a montré une meilleure résistance par rapport aux
autre souches avec un diameétre de 8mm par contre la souche la plus sensible est Escherichia

coli avec un diamétre de 14mm.

3-5- L’activité antibactérienne des alcaloides d’Hyoscyamus albus L.
Tableau N°07 : L’activité antibactérienne des alcaloides d’Hyoscyamus albus L.

Souches bactériennes Le diamétre de la zone

d’inhibition (mm)

Pseudomonas aeruginosa 7,33

Staphylococcus aureus -

Staphylococcus aureus subsp. aureus 8

Escherichia coli 7,66

Les résultats présentés dans le tableau N°7 présentent une activité antibactérienne contre les
souches testées (Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Staphylococcus aureus

subsp. aureus, Escherichia coli), dont la souche Staphylococcus aureus a montré une
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meilleure résistance par rapport ou autre souches avec un diamétre de Omm par rapport ou
autre souches avec un diamétre de 7, 33mm par contre la souche la plus sensible est avec un

Staphylococcus aureus subsp. aureus diametre de 8mm.
4-Discussion générale de I’activité antibactérienne

D'aprés ces resultats nous pouvons dire que la zone d'inhibition des extraits peut étre affectee
par le degré de diffusion des extraits dans la gélose. Ceci peut donc expliquer les diameétres
importants de la zones d'inhibition révélées dans nos résultats et qui se rapprochent des
résultats de 1’antibiotique utilisé comme test positif et nous pouvons déduire que la zone
d'inhibition des extraits brut et alcaloidique de 1’Hyoscyamus albus L. dépend de l'espece
bactérienne testée, Pseudomonas aeruginosa , est I'espéce la plus connue par sa résistance a
la plupart des extraits des plantes médicinales, cette sensibilité est en relation avec la nature

de sa membrane externe qui lui confére la sensibilité a la plupart des agents biocides.

Il est apparait que le Staphylococcus aureus (gram positive) est la bactérie la plus susceptible
par comparaison avec les autres souches (gram négative) ; ceci peut étre attribué a la
différence de la structure entre les bactéries gram positives et les bactéries gram négatives.

La paroi cellulaire des bactéries gram positives est constituée par une seule couche alors que
la paroi cellulaire du gram négatif a une structure multicouche liée par une membrane
cellulaire externe (ALI-SHTAYEH et al, 1998).
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Conclusion

Les plantes médicinales présentent une source inépuisable de substances et composés naturels
bioactifs. Dans le cadre d’étude et de valorisation des plantes médicinales, nous avons réalisé

une étude phytochimique et biologique de la plante Hyoscyamus albus L.

Les résultats du criblage préliminaire des racines de la jusquiame blanche ont montré que
H.albus L. contient: des flavonoides, des saponosides, des tanins, des coumarines, des

composes réducteurs, et des alcaloides.

L’extraction des alcaloides de Hyoscyamus albus L. a été effectuée parun solvant en milieu
alcalin. Le dosage des alcaloides par la méthode classique a partir des racines de la jusquiame

blanche a révélé un pourcentage de 0,84%.

L’évaluation de 1’activité antibactérienne, est réalisée en adoptant la méthode des disques par
un test de sensibilité de quatre souches bactériennes, deux gram positif : Staphylococcus
aureus (ATCC 25923), Staphylococcus aureus (ATCC 43300) et deux gram negatif :
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) et Escherichia coli (ATCC 25922), elle a révélé une
puissante activité des différents extraits ainsi que 1’analyse de variance des résultats de

’activité antibactérienne a présenté une différence significative entre les extraits testés.

En fin ensemble de ces résultats obtenus in vitro ne constitue qu’une premiére étape de la
recherche de substance de source naturelle biologiquement active. Des essais
complémentaires seront nécessaires et devront pouvoir confirmer les performances mises en

évidence.
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Annexe

Les racines de la plante Hyoscyamus albus L.

Filtration de la matiére végétale apres la macération
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Annexe

L’effet des extraits sur Pseudomonas aeruginosa D’effet des extrait sur staphylococcus

(ATCC 27853) aureus (ATCC 25923)

L’effet des extraits sur staphylococcus aureus I’effet des extrait sur E.coli

(ATCC 43300) (ATCC 25922)



Résumeé

Les plantes médicinales sont devenues avec 1’évolution de la science les extraits de base pour

le traitement de nombreuses pathologie.

Dans ce travail ’extrait alcaloidique de la partie racinaire de la plante médicinale Hyoscyamus

albus L. a été testé pour évaluer I’activité antibactérienne.

Le screening phytochimique a révélé que cette plante contient: des flavonoides, des

saponosides, des tanins, des coumarines, des composés réducteurs, et des alcaloides.

L’extraction des alcaloides de Hyoscyamus albus L. a été effectuée par un solvant en milieu
alcalin. Le dosage des alcaloides par la méthode classique a partir des racines de la jusquiame

blanche a révélé un pourcentage de 0,84%.

L’estimation de l'activité antibactérienne des extraits bruts et alcaloidique sur 4 souches
cliniques : Pseudomonas Aeruginosa (G-) Escherichia coli (G-) Staphylococcus aureus
(G+) Staphylococcus aureus (G+) a été effectué par la méthode de diffusion en disque, les
résultats obtenus présentent une différence significative entre les différents extraits. L’effet
inhibiteur le plus marqué est obtenu par 1’extrait alcaloidique avec la souche Staphylococcus
aureus par un diamétre 8mm par contre la souche Pseudomonas Aeruginosa a présenté une

certaine résistante a 1’extrait alcaloidique (7.33mm).

Mots clés : Hyoscyamus albus L., racines, alcaloides, activité antibactérienne.



ABSTRACT

Medicinal plants became the basic extracts for the remedy of different pathology

In this work the alkaloid extract of the root part of the medical plant Hyoscyamus albus L.

Tested for evaluate their antibactrienne activity.

The phtochimique screening on this plant contains: flavonoids, sponosids, tanins are reductive
composers, alkaloids.

The alkaloids extraction of Hyoscyamus albus L effected by a solvent in the middle alkaline.
The alkaloids dosages by the classique method from the whit henbane of 0.84%

The estimation of the antibacterienne activity of the bruts extracts alcaliodic on 4 souches
clinics : Escherichia coli (G-), Pseudomonas Aeruginosa (G-), Staphylococcus aureus (G+),

Staphylococcus aureus (G+) for the diffusion methode disk .

The results obtained present significative defference between the different extracts .
The effect obtained by the alcalodique extract Staphylococcus aureus with a diametter (8 mm)

On the contrary the soucha Pseudomonas Aerwveyonox present certain resistant vs the

alkalodique extract (7.33mm).

Key words: Hyoscyamus albus L. Root, alkaloids, antibacterial activity.



uidlal)

Hyoscyamus albus L. ¥ o jSadl odall el (6 3l

¢ i gball ¢ Sl 3 DAl e o siag 4ol cadl calall 3] S gidll G oall -
il olall g daa yall LS Hall ¢ il Hla oST ¢ Cilaaaal)
el o oll 8 Cude Jlaaiuly OIS Gl Sl bl Gl lell adlasn -

084 — 3 Aysie A el Gl Sl il (53l & ganall iy Sl 5 jlaa -

%
LN 4 e s slall g alall raliivall A oSl sl dladl) auls -

Pseudomonas aeruginosa (G-)
Staphylococcus aureus (G+)
Staphylococcus aureus (G+)
Escherichia coli (G-)

D oal Y e JlLaEY) ARy ks IS

Claliiual Calide (5 sima (8 25 5 Cinuia gl Leple Juaniall il

s gia g Y Ladtal) Ll -

Staphylococcus aureus A2kl e (s 8l alaiidl 35k e 2

ae 8 1 iy Hhad,

oaliinall 4o gliall e ¢ 5 <l Pseudomonas aeruginosa : Akl i -
oo 7.3 g oy (g Slall

- dgalidal) cilalsl)
4,5l acall ¢ Adladll ¢ Llaall ¢ gdall ¢ clay il ¢ ean) ) S -



