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Introduction

Introduction

A travers les siecles, les traditions humaines ont su développer la connaissance et
I’utilisation des plantes médicinales pour objectif de vaincre la souffrance et d’améliorer la
santé des hommes (Iserin, 2001). Aujourd’hui encore, les deux tiers de la pharmacopée ont
recours aux propriétés curatives des plantes et que les traitements a base de ces dernieres
reviennent au premier lieu car ’efficacité des médicaments décroit vue leurs effets
secondaires sur la santé publique.

Actuellement 1’utilisation des substances bioactives couvre un vaste domaine, allant de
la bactériologie, virologie a I’hématologie. ... traduisant leur importance en médecine
humaine surtout. Parmis ces substances, on trouve les alcaloides, les composés phénoliques.
Notant que D’efficacité puissante de ces substances a stopper les réactions radicalaires en
neutralisant les radicaux libres est due principalement aux structures phénoliques avec la

présence des groupements hydroxyles (Nur Alam et al., 2013).

La toxicité des antioxydants synthétiques, a conduit de chercher des substances
naturelles dotées d’activité antimicrobienne et antioxydante. Les radicaux libres (RL) en
général et les especes réactives de I'oxygene (ROS) en particulier sont impliqués dans
plusieurs pathologies humaines allant de 1’inflammation au cancer tout en passant par les
maladies cardio-vasculaires, 1’arthrite rhumatoide, le diabéte et le processus d’apoptose ; en
plus de leur action directe en réagissant avec la plupart des macromolécules.

En effet, les antioxydants naturels font I’objet de nombreuses recherches et une nouvelle
haleine vers ’exploitation des métabolites secondaires généralement et les polyphénols
particulierement tant dans la santé et vis-a-vis des maladies pernicieuses (cancer) que dans
I’industrie agro-alimentaire.

I’espece Hyoscyamus albus appartient a la famille des Solanacées qui est reconnue par sa
richesse en métabolites secondaires et particulicrement en alcaloides tropaniques; elle est
utilisée comme un parasympatholytique et comme un sédatif nerveux (Fransworth et al.,

1985).

Notre travail s’inscrit dans le cadre d’évaluer l’activité antioxydante in vitro des
extraits de la plante Hyoscyamus albus L. traitée par les phytohormones (une auxine : 2,4-D et

une cytokinine : la kinetine) séparées et interactées avec les doses 0,10 et 20 mg/L.



Introduction

Dans la premiere partie apres une introduction générale et en premier chapitre de ce mémoire,
nous avons commencé par une ¢tude bibliographique comporte des généralités sur I’espece
utilisée dans cette étude.

Dans le deuxieme chapitre, nous rappelons les composés phénoliques, leur
biosynthese et quelques activités biologiques attribués a différentes familles de ces composés.
Le troisieme chapitre portera sur 1’étude des radicaux libres, ceci est suivi par un rappel
de quelques méthodes les plus utilisées (piégeage du radical DPPH, réduction de fer...) pour
évaluer le pouvoir antioxydant in vitro.

Dans la deuxieme partie, nous avons envisagé la partie expérimentale qui se déroule en
deux axes :
Dans le premier axe, nous avons réalisé 1’extraction et la détermination des teneurs en
composés phénoliques (phénols totaux, flavonoides et tannins). Dans le deuxieme axe, nous
nous sommes intéressés a évaluer le pouvoir antioxydant des extraits de la plante par la
méthode de piégeage par DPPH.

Enfin, nous avons rapporté les résultats obtenus entre autre les rendements, les teneurs
des composés phénoliques et 1’étude de 1’activité antioxydante des extraits de la plante .et

nous avons terminé par une conclusion recupulative .



Chapitre I:

Généralités sur la plante Hyoscyamus albus L.



Chapitre I Généralités sur la plante Hyoscyamus albus L

I. Généralités sur la plante Hyoscyamus albus L.

I.1. La famille des SOLANACEAE

Cette famille rassemble 147 genres et environ 2 900 especes réparties dans les régions
chaudes et tempérées, avec un important centre de dispersion en Amérique du Sud, d’ou sont

originaires les pommes de terre, les aubergines, les tomates, les piments... ( Botineau, 2010).

Les SOLANACEAES sont généralement divisées en 2 sous-familles : les Solanoideae et les
Cestroideae. A Madagascar toutes les espéces de SOLANACEAE appartiennent aux
Solanoideae a 1’exception de Tsoala et des especes introduites appartenant aux genres

Brunfelsia, Cestrum, Nicotiana et Petunia ( D'arcy et al., 1994).

A Madagascar, les SOLANACEAE sont importantes sur le plan économique et par le nombre
d'especes qui ont été introduites dans de nouvelles régions durant ces derniers siecles. Les

especes de cette famille sont des plantes alimentaires, médicinales ou ornementales et

beaucoup d'entre-elles sont nuisibles ( D'arcy et al., 1994) (Figure 1).

e Figure.1.Quelques especesde la famille des solanaceaes

(http:/www.potgercaillebotte.fr/vie-du-potager/theme-annuel/)

1.2. L’ Hyoscyamus albus L



Chapitre I Généralités sur la plante Hyoscyamus albus L

La jusquiame appartient a la famille des Solanacées, est l'une des plantes des anciens.
Initialement utilisée a la fois comme un poison et stupéfiant, elle a été largement adoptée par
les sorcieres et les devins comme un €¢lément de leurs onguents d’hallucination et de vol (Lee,

2006).

Historiquement, l'utilisation d'extraits de plantes contenant des alcaloides comme des potions,
des médicaments et des poisons peut-€tre retracée presque depuis le début de la civilisation

(Lee, 2006).

La toxicité des jusquiames était déja signalée par le médecin et le botaniste Dioscoride
(Quetin Leclercq, 2002). Au Moyen-age, les sorcieres s'enduisaient la peau d'onguents a base

des Jusquiames pour provoquer des hallucinations ou dans des séances de 1évitation.

La jusquiame blanche (Hyoscyamus albus L.) a été également utilisée par les empoisonneurs
célebres comme Madame Voisin en France. Finalement, dans le dix-neuviéme siecle, La
denburg a isolé le principe actif de H. albus et il 1’a appelé I’Hyoscine. Il s'est avéré étre un
alcaloide tropane tres similaire a l'atropine, ces deux alcaloides s'est avéré trés important dans
I'étude du parasympathique, composant du systeme nerveux autonome (Quetin Leclercq.,

2002)
1.2.1. Présentation du genre Hyoscyamus

Hyoscyamus, «La Jusquiame», est une plante a fleurs monopétales, qui a des rapports avec les
nicotines et les molenes et qui comprend des herbes a feuilles alternes, entieres ou découpées,
et a fleurs un peu irrégulieres, axillaires et terminales. Le caractere essentiel de ce genre et
d’avoir un calice quinqueside , une corolle infundibuliforme, a limbe oblique, obtus et a cinq

lobes ; cinq étamine inclinées, une capsule operculée, et biliculaire (Mahmood et al ., 2001).

Toutes les jusquiames sont toxiques. Deux sont  tres utilisées en pharmacie Hyoscyamus

niger et Hyoscyamus muticu (Jouzier, 2000)
1.2.2. Les especes de la jusquiame

Selon (Quézel et al., 1963), les especes les plus connus dans le monde sont :

* Hyoscyamus canariensis Ker Gawl.
* Hyoscyamus clusii G.Don.

* Hyoscyamus luridus Salisb.
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* Hyoscyamus major Mill.

* Hyoscyamus minor Mill.

* Hyoscyamus saguntinus Pau.
* Hyoscyamus varians.

* Hyoscyamus albus L.

1.2.3. Habitat des jusquiames

Le genre Hyoscyamus comporte une vingtaine d’espéces annuelles, bisannuelles ou vivaces,
vivant sur les talus, les falaises, les friches et les plages de galets, les décombres, et les murs,
surtout représentées dans le bassin méditerranéen, I’ Afrique du Nord et 1’Asie occidentale

(Jouzier, 2000 ; Goullé ef al., 2004).
1.2.4. Composition chimique des jusquiames

Ces plantes sont toxiques, contenant divers alcaloides tels que 1'atropine, I'hyoscyamine et la
scopolamine. Elle est cependant moins dangereuse que le datura ou la belladone, qui

contiennent les mémes alcaloides mais en plus grandes proportions.

La drogue provient surtout des plantes sauvages d'Egypte, et elle est exportée dans divers
pays en vue de l'extraction des alcaloides. La drogue d'origine égyptienne se reconnait
aisément a la présence de poils caractéristiques. Elle fournit une plus forte proportion

d'alcaloides totaux que l'espece officinale, H. niger L .

Selon le Codex pharmaceutique britannique (Quézel et al., 1963) , la Jusquiame d'Egypte
contient 0,6 a 1 % d'alcaloides totaux, dont 90 % d'hyoscyamine. D'apres la phar- macopée

indienne (Goullé et al., 2004), elle doit renfermer au moins 0,5 % d'hyoscyamine.
1.2.5. La phytotherapie et usage traditionel des jusquiames

Les jusquiames noires (Hyoscyamus niger) et jaunes (Hyoscyamus muticus) ont été
considérées comme des especes tres dangereuses alors que la jusquiame blanche (Hyoscyamus
albus) a été préférée a des fins médicinales, en fonction de ses effets narcotiques, anti-

inflammatoires et désinfectantes dues a la présence d'hyoscyamine et de scopolamine

(Daunay et al., 2007).
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Le genre Hyoscyamus, est surtout 1’espéce niger est bien documentée dans le systéme
traditionnel de la médecine chinoise pour son utilisation dans les crampes d'estomac, la toux

lourde, les névralgies et la psychose (Kirtikar ef al., 1984).

Dans la médecine tibétaine, les graines sont utilisées comme vermifuge, fébrifuge et anti-
tumorale. Ils sont également avérés utiles dans le traitement de l'estomac ou les douleurs
intestinales, mal de dents, inflammation de la région pulmonaire et les tumeurs (Sajeli ef al.,

2006).
1.2.6. L’espéce Hyoscyamus albus L

Le nom générique de I’espece Hyoscyamus albus L. est dérivé du grec Hyos (le cochon) et

Kiamos (haricot) et le nom de 1’espece (albus) blanc (Lee, 2006).

Hyoscyamus albus L.est une plante annuelle ou bisannuelle, qui mesure de 30 a 90 cmde
hauteur, a port dressé, a des feuilles plus petites que la jusquiame noire (5 a 10 cm de long),
elles sont larges, ovales, collantes et de couleur vert clair. Au printemps, la floraison, donne

des fleurs de 1 a 3 cm de long, bilabiées, irrégulicrement lobées, de couleur vert pale
(Mahmood et al.,, 2001)(Figure 2).

La jusquiame blanche a une odeur vireuse, nauséabonde et presque aussi forte que celle de la
jusquiame noire, la saveur de ses feuilles est herbacée, tres peu acre. L’odeur nauséabonde
caractéristique du genre Hyoscyamus est due aux composés tetrahydroputrescines qui
rappellent celui de la chair en décomposition et qui probablement attirent les insectes

pollinisateurs (Lee, 2006).

Les noms communs de H. albus sont : en arabe : sakaran, en Chaoui: Guinguith, en francais :

Jusquiame blanche, en anglais : White Henbane.
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Figure .2. Hyoscyamus albus L. avec ses différentes parties (Valdes et al ., 1987)
1.2.7. Systématique (Trease et al., 1983)
Régne : Végétal.

Sous regne : Eucaryotes.

Embranchement : phanérogamae.

Sous embranchement : Angiospermae.

Classe : Dicotylédones.

Série : sympétales.

Ordre : tubiflores.

Famille : solanaceae.

Genre : Hyoscyamus.

Espece : Hyoscyamus albus L.
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I.2.8. Utilisation de la plante dans la médecine traditionnelle

L’emploi de la jusquiame blanche n’est pas aussi répandu que celui de la noire, ou plutdt elle
est moins souvent recommandée. Car étant trés fréquemment confondu avec 1’autre dans le
commerce, elle est a cause de cela également employée. Ce qui est sans beaucoup
d’inconvénients, parce que ses propriétés différent peu. Toutefois, il serait préférable de ne se
servir que de la noire, parce que c’est I’espece que la majorité des expériences ont étéfaites

pour déterminer les doses thérapeutiques (Jouzier, 2000).

A dose thérapeutique, la jusquiame est employée comme parasympatholytique et sédatif
nerveux (Jouzier, 2000). Les feuilles sont utilisées comme anodin, narcotique, sédative dans
les affections nerveuses. Il est souvent utilis€ comme un substitut de H. muticus (Daunay et

al., 2007).
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I1. Les composés phénoliques

I1.1. Les métabolites secondaires

Les métabolites secondaires sont des molécules organiques complexes synthétisées et
accumulées en petites quantités par les plantes autotrophes, ils sont divisés principalement en
trois grandes familles: Les polyphénols, les terpenes, les alcaloides (Lutge et al, 2002,

Abderrazak et Joél., 2007).
I1.2. Role biologique des métabolites secondaires

1. Défense contre les virus.
Défense contre les herbivores (insectes, vertébres...)

Défense contre les moisissures et les bactéries.

> w b

Défense contre autre plantes qui rivalisent pour lumiere, eau et éléments nutritifs
(Allelopatie).

5. Composés du signal attirer pollinisateur et les animaux disperser les graine
(disseminateur).

6. La protection contre les UV ou autre stress physique (Wink , 2010).

I1.3. Les composés phénoliques

I1.3.1.Les polyphénols

Les polyphénols sont des produits du métabolisme secondaire des végétaux, caractérisés par
la présence d’au moins d’un noyau benzénique auquel est directement li¢é au moins un
groupement hydroxyle libre, ou engagé dans une autre fonction tels que : éther, ester,

hétéroside...etc (Bruneton, 1999 ; Lugasi et al., 2003).

I1.3.2. La biosynthese des composés phénoliques

I1.3.2.1. La voie de shikimate

C’est souvent la voie de biosynthése des composés aromatiques, elle joue un rdle critique
pour contréler le métabolisme de la voie dephénylpropanoide (Kening et al, 1995)

(Figure3).
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Figure.3. La voie de shikimate (Floss, 1997).

I1.3.2.2. La voie de phénylpropanoide

La voie de phénylpropanoide commence par la phénylalanine (Phe) qui fournit en plus des
principaux acides phénoliques simples, coumarines, iso flavonoides, flavonoides, acide
salicylique, des précurseurs de lignine, qui est quantitativement le second bio polymere le

plus important apres la cellulose (Hoffmann et al., 2004) (Figure 4).
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Figure 4.La voie de phénylpropanoide (Hoffmann ef al ., 2004).

I1.3.3. Classification des composés phénoliques

11 existe différentes classes de polyphenols , (Calabrese, 2003). IIs sont classés en
-Les acides phénoliques ;

-Les acides hydroxycinnimiques ;

-Les flavonoides ;

-Les tanins ;
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I1.3.4. Role des polyphénols

Chez les plantes

Les composés phénoliques en particulier les flavonoides seraient impliqués dans un certain

nombre de fonctions :

- 1ils assurent la pigmentation des fleurs, des fruits et des graines pour attirer les
pollinisateurs et les disperseurs de graine,

- représentent un systtme de défense contre les organismes micro pathogenes,
protegent les plantes contrent les radiations UV en absorbant a la fois ces radiations et
les espéces réactives de 1’oxygeéne formées.

-interviendraient dans la fertilit¢ des plantes et la germination du pollen (Stalikas,

2007).

Chez homme

Plusieurs propriétés biologiques ont été attribuées aux polyphénols:

— Anticancérigenes : flavonoides (Ko et al., 2000 ; Tripoli et al., 2007 ; Li et al., 2008 ;

Hirata et al ., 2009). coumarines (Ito et al ., 2005 ; Win et al., 2008 ; Hirata et al.,
2009).

— anti-ulcéreuses : flavonoides et acides phénoliques (Martin et al., 1993 , Sannomiya

et al., 2005 ; De Barros et al.,, 2008 ;Gurbuz et al., 2009).

I1.3.5. Les flavonoides

Le nom flavonoide proviendrait du terme flavedo, désignant la couche externe des écorces
d'orange(Ghedira, 2005), cependant d'autres auteurs supposaient que le terme flavonoide a

été plutdt prété du flavus ; (flavus = jaune) (Male_Eev et al., 2007).

Les travaux relatifs aux flavonoides sont multiples depuis la découverte du célebre "french
paradox" correspondant a un bas taux de mortalité cardiovasculaire observé chez les habitants
des régions méditerranéennes, associant une consommation de vin rouge a une prise

importante de graisses saturées, Pres de 4000 flavonoides ont été décrits (Ghedira, 2005).
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I1.3.5.1.Structure chimique des flavonoides

structure de base des flavonoides est le noyau du flavone (2-phenyl-benzo-y-
pyrane) mais de point de vue classification, le groupe des flavonoides peut étre divisé en
plusieurs catégories. Cette division dépend de [’hydroxylation du noyau du flavonoide aussi
bien que du sucre lié (Ghedira, 2005).

Tous les flavonoides ont une origine biosynthétique commune, et de ce fait, possedent le

méme ¢lément structural de base, a savoir I’enchainement phenyl-2 chromane (Figure 5).

Figure .5. Structure chimique de base des flavonoides (Krishna et al., 2001).

I1.3.5.2. Classification des flavonoides

I1.3.5.2.1. Les flavones

Les flavones proprement dites ont un rdle moins important que les flavonols ; cependant
I’apigénine et la lutéoline, dont I’hydroxylation correspond respectivement a celle du
kaempferol et la quercétine, sont des constituants assez fréquents dans les différentes familles

d’Angiospermes (Ribéreau-Gayon, 1968)( Figure 6).

Figure.6. Structure de base des flavones Figure.7. Structure de base des flavonols(Giulia

etal., 1999).
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I1.3.5.2.2. Les flavonols (hydroxy-3-flavone)

Les flavonols se différencient des flavones par ’existence d’un OH en position 3. Ce sont les
flavonoides les plus répandus ; les trois principales structures sont le kaempferol, la
quercétine et la myricétine. La quercétine est sans doute le composé phénolique le plus

répandu dans la nature (Ribéreau-Gayon, 1968)( Figure 7).

Daidzein

Figure .8. Structure de base des isoflavones

I1.3.5.2.3. Les isoflavones

Les isoflavones telle que la génistéine n’ont pas la structure classique en Cs-C3-Cs des autres
flavonoides ; elles sont beaucoup moins répandues que les précédentes, mais il existe dans

cette famille un grand nombre de structures peu classiques (Gayon, 1968) (Figure 8).
11.3.5.2.4. Les flavanones

Ces composés ne comportent pas des groupements OH en position 3, et présentent de fortes
similitudes de structures avec les flavonols. Dans cette catégorie, il faut ranger les flavonoides
responsables de la saveur amere de certaines pamplemousses, citrons, orange: la naringenine ,

'hespéridine et I’eridictyol (Alais et al., 1997).
I1.3.5.2.5. Les flavanes

Les flavanes contiennent un hétérocycle central, dont, d’une part est entieérement saturée,
d’autre part ne possede pas de groupement -CO- ; on rencontre fréquemment dans les tissus
végétaux des flavanols (catéchine) et surtout des flavane-di-ols3-4(ou leuconthocyanidines)

qui interviennent dans la constitution des tanins condensés. Les flavanes les plus importants
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sont les catéchines et les gallocatéchines, la leucocyanidine et la leucodélphidine (Alais et al.,

1997).

Les flavanes se différencient des autres composés phénoliques en ce sens qu’elles existent
dans la nature sous forme d’aglycones, le plus souvent polymérisés, alors que les flavones,

flavonols et composés voisins sont toujours sous forme hétérosidique.

Figure.9. .Structure de base des anthocyanidines (Giulia et al., 1999).

I1.3.5.2.6. Les anthocyanes

Les anthocyanes (du grec anthos, fleur et Kuanos, bleu violet) terme général qui regroupe les
anthocyanidols et leurs dérivés glycosylés (Guignard, 1996). Ces molécules faisant partie de
la famille des flavonoides et capables d'absorber la lumiere visible, sont des pigments qui

colorent les plantes en bleu, rouge, mauve, rose ou orange (Harbone, 1967) Leur structure de
base est caractérisée par un noyau "flavon" généralement glucosylé en position C3 (Ribereau,

1968). Les anthocyanes se différencient par leur degré d'hydroxylation et de méthylation, par
la nature, le nombre et la position des oses liés a la molécule. L'aglycone ou anthocyanidine

constitue le groupement chromophore du pigment (Figure 9).
I1.3.5.3.Localisation et distribution

Les flavonoides posseédent une large répartition dans le monde végétal, ils sont distribués dans
les feuilles, les graines, ’écorce et les fleurs des plantes Les formes hétérosidiques des
flavonoides, s’accumulent dans les vacuoles et selon les especes, elles se concentrent dans
I’épiderme des euillesf ou se répartissent entre 1’épiderme et le mésophylle. Dans le cas des

fleurs, elles sont concentrées dans les cellules épidermiques (Bruneton, 1999).
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I1.3.5.4. Quelques propriétés des flavonoides

Les flavonoides protegent les plantes contre les radiations UV, elles sont également
impliquées dans les processus de défense de la plante contre les infections bactériennes et
virales. Agissent comme des pigments ou des co-pigments. Peuvent moduler la distribution
d’auxine, comme elles fonctionnent comme des signaux moléculaires de reconnaissance entre
les bactéries symbiotiques et les légumineuses afin de faciliter la fixation de 1’azote
moléculaire. Agis sur la régulation de 1’¢longation des tiges et interviennent dans la maturité
des fruits. Sont a 1’origine des golits amers et astringents afin de repousser les animaux

herbivores (Subramanian et al., 2007).
I1.3.6. Les tanins

Les tanins sont des substances polyphénoliques de structure variée, de saveur astringente
ayant en commun la propriété de tanner la peau, cette aptitude est li€ a leur propriété de se
combiner aux protéines. Leur poids moléculaire est compris entre 500 et 3000 Da (Paris et

al., 1981).

I1.3.6.1. Classification

On distingue habituellement chez les végétaux supérieurs, deux groupes de tanins différents
par leur structure aussi bien que par leur origine biogénétiques: Les tanins hydrolysables et les

tanins condensés (Bruneton, 1999).
11.3.6.1.1. Tanins hydrolysable

Les tanins hydrolysables sont des polyesters de glucides et d'acides phénols, ils sont
facilement scindé€s par les enzymes de tannases en oses et en acide phénol, selon la nature de

celui-ci on distingue: les tanins galliques, et les tanins ellagiques (Paris et al., 1981).
*Tanins galliques (Gallo tanins)

Ils donnent par 1'hydrolyse des oses et de 1'acide gallique (Paris et al., 1981).
*Tanins ellagiques (Ellagitanins)

Ils sont scindés par les enzymes en oses et en acide ellagique (Paris et al., 1981).
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I1.3.6.1.2. Tanins condensés

Les tanins condensés sont des polymeres flavanolique constitués d'unités flavan-3-ols, le
plusSouvent épicatéchine et catéchine (Khanbabaea et al., 2001).Les tanins condensés sont
des molécules hydrolysables, leur structure voisine de celle des flavonoides est caractérisée

par I’absence de sucre (Paris et Hurabielle., 1981) (Figure10).

TANNINS

condensed tannins | | complex tannins | | hydrolyzable tannins |

| gallotannins || ellagitannins |

| group A | ’ group B |

Figur.10. Classification des tanins (Wilfred et al., 2006).
I1.3.6.2. Utilisation des tanins

I1.3.6.2.1. En pharmacie

Grace a leurs astringente les tanins sont utilisés comme antidiarrhéiques, vasoconstricteurs et
hémostatiques, mais surtout comme protecteurs veineux dans le traitement des varices et

hémorroides (Paris et al., 1981).
I1.3.6.2.2. Dans I’industrie

IIs sont largement employés dans I’industrie du cuir surtout dans celle des vernis et peintures

(Paris et al., 1981).
I1.4.Les activités biologiques de la plantes

Selon I’étude des activités pharmacobiologiques des extraits d’umbilicus rupestris (Salisb

Dandy) et Hyoscyamus albus L. présentée par :Mlle.( Benhouda A, 2014)
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Les résultats de I’activité analgésique montre que 1’extraits HAMeOH aun effet analgésique
centrale par la méthode de stimilus thermique et encore wune activité antinoceptive
périphérique avec le test de 1’acide acétfique et le test formalin dans I’activité antipyrétique,
HAMeOH a réduit la température coroporelle d’une fagon significative et d’'une maniére

dose-dépendante la fiévre induite par la levure de biére

Concernant ’activité anti-inflammtoire, I’extraits HAMeOH a pu inhiber 1’inflammation
induite par la carragenane, les médiateurs chimiques (histamine et sérotonine) et la solution

formaline d’une fagon significative (p<0.05) et dose-dépendante .

Tandis que Dactivité antidiabétique de ce extrait, le diabéte millitus induit par le
streptozotocine, suivi par 1’administration orale des deux doses 100 et 200 mg/kg p.c. de
HAMeOH aux rats diabétiques durant 30 jours a réduit d’une maniére significative le taux
de glucose,le bilan lipidique ainsi que HbAlc ont favorise la sécrétion de I’insuline et

I’¢élévation du taux de glycogéne hépatique .

A propos de Pactivité cytotoxique de HAMeOH vis a vis aux lignées cellulaires MCF7,Hela
et PC-3, les concentrations testés de HAMeOH montrent  une
IC50=112.01ug/ml,129.23ug/ml et 142.35ug/ml contre PC-3, Hela et MCF7 respectivement
,Mercapto montre une IC50=30.17ug/ml ,IC50= 40.21 ug/ml et 46.01ug/ml pour PC-3, Hela

MCF7, respectivement.

Les extrraits (EEp,EChl et EMe) de la plante étudiée ont montré un effet antioxidant
important par le test de blanchissement de B-caroténe et le test au DPPH et avec une forte

activité antibactérienne mais sans effet anticandidose .
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III. L’activité antioxydante

II1.1. Généralité

L’activité antioxydant ne doit pas étre conclue sur la base d'un seul modele de test
antioxydant. Et en pratique, plusieurs essais in vitro procédures sont menés pour évaluer les
activités antioxydants avec les échantillons d’intérét. Un autre aspect est qu’antioxydant des
modeles de test varient dans les différents points de vue. Par conséquent, il est difficile pour
comparer une méthode entierement a autre. Dans une certaine mesure, la comparaison entre

différentes méthodes in vitro a été effectuée par ( Nur Alam et al., 2013).

Plusieurs méthodes sont utilisées pour la détermination de 1’activité antioxydant, nommées
d’apres le nom de la substance utilisée comme source de radicaux libres, par exemple : FRAP
(Ferric reducing antioxidant power), ORAC (oxygen radical absorbance capacity), TEAC

(Trolox équivalent antioxidant capacity) ou ABTS (2,2-azinobis 3-ethyl-benzothyazoline 6-
sulphonate) et DPPH" (2,2- diphényl-1-picrylhydrazyl) etc. Il est a indiquer que différentes

méthodes donnent des résultats assez différents et devraient étre appliquées préférentiellement

pour la comparaison de produits similaires (Georgieva et al., 2010).

I11.2. Définition des antioxydants

Les antioxydants sont définis par HALLIWELL comme «toute substance qui en faible
concentration par rapport au substrat susceptible d’étre oxydé prévient ou ralentit 1’oxydation
de ce substrat» (Pastre et al., 2007). Les antioxydants piegent les radicaux libres en inhibant
les réactions a l’intérieur des cellules provoquées par les molécules de dioxygene et de
peroxyde, aussi appelées especes oxygénées radicalaires (EOR) et especes azotées radicalaires

(Benbrook, 2005) (Figure 11).

Les antioxydants sont largement présents dans nos aliments, soit sous forme naturelle, soit

sous forme d'additifs utilisés dans 1’industrie agroalimentaire (Tanguy et al., 2009).
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Figure .11. Régulation de la production d’especes réactives de 1’oxygeéne par les systemes

de défenses antioxydants (Milbury et al,, 2008)

I11.3. Mécanismes d’action des antioxydants

Les mécanismes d’action des antioxydants sont divers, incluant le captage de 1’oxygene
singulier, la désactivation des radicaux par réaction d’addition covalente, la réduction de

radicaux ou de peroxydes, la chélation des métaux de transition (Favier, 2006).

II1.4.Les types des antioxydants

1.4.1. Les antioxydants primaires

La cellule est pourvue d’enzymes antioxydantes qui sont des systemes de défense tres
efficaces. Cette ligne de défense est constituée de superoxyde dismutase (SOD), de catalase et
de peroxydase (glutathion et ascorbate) (Favier, 2006). Ces enzymes antioxydantes

permettent 1’¢élimination des radicaux libres primaires, selon les réactions suivantes :

superoxyde dismutase

2 O,-+2 H* - H,O, + 0,

catalase

2 H,O, = 2 H,0+ 0,

glutathione peroxydase

H,0, + 2 GSH = 2 H,O + GSSG
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De ce fait elles préviennent la formation de radicaux libres organiques a partir des lipides
membranaires notamment et contribuent donc a la protection des membranes de la

peroxydation lipidique (Dacosta, 2003).
I11.4.2. Les antioxydants secondaires

Ce sont des molécules exogenes. Contrairement aux enzymes antioxydantes, une molécule
d’antioxydant piege un seul radical libre. Pour pouvoir fonctionner a nouveau, cette molécule

d’antioxydant doit donc étre régénérée par d’autres systemes(Dacosta, 2003) (Figure 12) .
Plusieurs substances pouvant agir en tant qu’antioxydants in vivo ont était proposés.

Elles incluent : la vitamine E, I’acide ascorbique, le B-caroténe, les flavonoides, les composés

phénoliques,...etc. (Kohen et al., 2002).

R. libres primaires R . libres organigues
. . ROO.
o /\1/7

il 200 | ROO

\EQ‘ROG,
Amntioxydants primairves Antioxydants organiques
‘,.-/ SOD 7-\1 .-’/( Vitanmine EAC 7-5\“
|. catalase : [ CGlutathicn I|

N, peroxyvilase
= p”

M polvphenal f
\\,‘ polbyvphenols 1L !.-'

Figure .12. les systemes de défense contre les radicaux libres (Kohen et., 2002).

II1.5.Classification des antioxydants suivant la nature chimique

II1.5.1. Les antioxydants enzymatiques

Les antioxydants enzymatiques s’agit principalement de trois enzymes ; la superoxyde

dismutase (SOD), la catalase (CAT) et la glutathion peroxydase (GPx). Ces enzymes ont une
action complémentaire sur la cascade radicalaire au niveau du -Oj et du H»Oj, conduisant

finalement a la formation de I’eau et de 1’oxygenemoléculaire (Lehucher-Michel et al.,

2001).
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I11.5.2. Les antioxydants non enzymatiques

Contrairement aux enzymes antioxydantes, la plupart de ces composants ne sont pas
synthétisés par I’organisme et doivent étre apportés par 1’alimentation. Dans cette catégorie
d’antioxydant nous retrouvons les oligoéléments, la glutathion réduit (GSH), les vitamines E

et C et les polyphénols (Kanoun, 2011).

II1.6. Radicaux libres

I11.6.1.Définition

L’oxygene est un ¢élément essentiel pour les organismes multicellulaires parce qu’il permet
de produire de 1’énergie en oxydant la matiére organique. Mais nos cellules convertissent une
partie de cet oxygene en métabolites toxiques, nommés radicaux libres organiques (Meziti,

2007).

Selon la définition proposée par ( Halliwell et al., 1996). Les radicaux libres sont des especes
capables d’exister indépendante, contenant un ou plusieurs électrons non appariées dits
électrons célibataires, ces radicaux peuvent se former par transferts mono-€lectroniques ou

par scission homolytique de liaison covalente selon le schéma suivant :

A+B rupture homolytique _— radicaux libres
A:B

A"+ B rupture hetérolytique . ions

Apres une rupture homolytique, chacun des deux électrons intervenant dans la liaison entre
les atomes A et B gagne ’orbitale externe de ces atomes, qui deviennent alors des radicaux

libres (Meziti, 2007).
II1.6.2. Nature des radicaux libres

Parmi toutes les especes radicalaires susceptibles de se former dans les cellules, il convient de
distinguer un ensemble restreint de composés radicalaires qui jouent un rdle particulier en
physiologie et que nous appellerons radicaux primaires. Les autres radicaux libres, dits
radicaux secondaires, se forment par réaction de ces radicaux primaires sur les composés

biochimiques de la cellule (Favier, 2003).
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I11.6.3. Roles biologique des radicaux libres

Le paradoxe des radicaux libres en biologie est qu’ils constituent des especes extrémement
dangereuses, susceptibles d'engendrer un nombre considérable de maladies, tout en étant des
especes indispensables a la vie. Ils remplissent en effet de trés nombreuses fonctions utiles

qui a part la phagocytose, ont été découvertes récemment.

Les radicaux libres participent au fonctionnement de certaines enzymes, a la transduction de
signaux cellulaires, a la défense immunitaire contre les agents pathogenes, a la destruction par
apoptose des cellules tumorales, a la régulation de la dilatation capillaire, au fonctionnement de
certains neurones et notamment ceux de la mémoire, a la fécondation de 1'ovule, a la régulation
des genes (Favier, 2003), a la production énergétique, au reglement de la croissance des cellules

et a la signalisation intracellulaire (Ardestani et al., 2007 ; Touafek, 2010 ; Marfak, 2011).
III.7. Les methodes de I’évolution de I’activité anticxidante

III.7.1.Test du DPPH

Le composé chimique 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyle (o,a-diphenylf picrylhydrazyle) fut
I’un des premiers radicaux libres utilise pour étudier la relation structure-activité antioxydant
des composes phénoliques (Blois, 1958. Il possede un électron non apparie sur un atome du

pont, d’azote (Popovici et al., 2009) (Figure 13).

O,N

N"N NO,

NO,

Figure .13. Structure chimique du radical libre DPPH’ (2,2 DiPhenyle-1-Picryl-Hydrazyle)
(Popovici et al., 2009).
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II1.7.1.1.Principe

La réduction du radical libre DPPH  (2,2’-diphenyle-1-picryl hydrazyl) par un antioxydant
peut étre suivie par spectrométrie UV- Visible, en mesurant la diminution de 1’absorbance a
517 nm provoquée par les antioxydants (Molyneux, 2004). En présence des piégeurs de
radicaux libres, le DPPH. (2.2 Diphenyl 1 picryl hydrazyl) de couleur violette se réduit en 2.2
Diphenyl 1 picryl hydrazine de couleur jaune (Maataoui et al., 2006) (Figure 14).

|
N + Antioxvdant-OH A 1 + Antioxydant-O*

’ N
Vo NH
N ] NO. N | NO
DPPH (violet) DPPHH (jaune)

Figure .14. Réaction de test DPPH (2.2 Diphenyl 1 picryl hydrazyl) (Congo, 2012).

II1.7.1.2. Dosage

L’activité du piégeage du radical DPPH a été mesurée selon le protocole décrit par (Lopes-
Lutz et al., 2008 ; Athamena et al., 2010). 50ul de chaque solution méthanolique des
extraits a différentes concentrations sont ajoutés a 1,95 ml de la solution méthanoique du
DPPH (0,025g/1). Parallelement, un témoin négatif est préparé en mélangeant 50ul de
méthanol avec 1,95 ml de la solution méthanolique de DPPH. La lecture de 1’absorbance est
faite contre un blanc préparé pour chaque concentration a 515nm apres 30 min d’incubation a
I’obscurité et a la température ambiante. Le contrdle positif est représenté par une solution
d’un antioxydant standard; 1’acide ascorbique dont I’absorbance a été mesuré dans les mémes
conditions que les échantillons et pour chaque concentration (Bougandoura, 2013).
Les résultats sont exprimés en tant qu’activité anti-radicalaire ou I’inhibition des radicaux

libres en pourcentages (I %) en utilisant la formule suivante:
1% = [1 — (Abs Echantillon — Abs Contrdle négatif)] x 100

I %: Pourcentage de I’activité anti-radicalaire (AAR%).
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Abs Echantillon : Absorbance de I’échantillon.

Abs Controle négatif : Absorbance du controle négatif (Meddour, 2013).

I11.7.2.Test de la réduction du fer FRAP (Ferric reducing-antioxidant

power)

I11.7.2.1.Principe

. 3+ : c . 4 Lo
Le pouvoir réducteur du fer (Fe™ ) dans les extraits est déterminé selon la méthode décrite par

(Bougandoura, 2013). La méthode de la réduction du fer est basée sur la réduction de fer
ferrique en sel de fer par les antioxydants qui donnent la couleur bleu (Ou et al., 2001) selon

la (Figure 15).

Fe'-“TPTZ + reducing antioxidant ———»  Fe”-TPTZ (intense blue at 595 nm)

Figure .15. Schéma sur la réaction de test FRAP (Ferric reducing antioxidant power) (Prior

etal., 2005)

TPTZ : ferric2,4,6-tripyridyl-s-triazine.

Fe2+: Ions ferreux.

Fe3+ : Ions ferriques (Prior et al., 2005)

I11.7.3. Méthode de TRAP (Total radical-trapping antioxidant parameter)

I11.7.3.1. Principe

Cette méthode est basée sur la protection fournie par les antioxydants sur la décroissance

de la fluorescence de la R-phycoérythrine (R-PE) au cours d'une réaction de peroxydation
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controlée. La fluorescence de R-phycoérythrine est désactivée par ABAP (2,2’ - azo-bis (2 -

amidino- propane) de chlorhydrate en tant que générateur de radicaux.

Ce stoppage de la réaction est mesuré en présence d’antioxydants. Le potentiel antioxydant

est évalué en mesurant la décroissance de la décoloration selon (Nur Alam et al., 2013).

II1.7.4.Test ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity)

II1.7.4.1. Principe

La mesure ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity) permet de déterminer si une source
organique possede un effet antioxydant en le comparant a un analogue de la vitamine E : le
trolox. Dans cet essai, ’AAPH (2.2’-azobis-2-aminopropane dihydrochloride) est utilisé
comme source génératrice de radicaux peroxyles. L’addition de fluorescéine comme sonde
fluorescente permet de quantifier, a 1’aide d’une analyse spectrophotométrique, en fonction du
temps, la perte de fluorescence associée a la réaction avec les radicaux libres fournit par
I’AAPH par un mécanisme de transfert d’atome d’hydrogene. La présence d’antioxydants
empéche ou ralenti la perte de fluorescence qui est calculée par I’aire sous la courbe en
fonction du temps. Celle-ci peut étre détectée a une longueur d’onde d’excitation de 485 nm
et d’émission de 520 nm. Il s’agit donc d’'une méthode permettant de mesurer la capacité
antioxydant contre les radicaux peroxyles (Ou et al., 2001). Lorsqu’un capteur de radicaux
libres est incorporé dans le milieu, les radicaux libres sont captés, et la fluorescence persiste,
donnant ainsi une idée précise du pouvoir anti-radical libre, donc antioxydant de 1’échantillon

(Rolland, 2004).

(AUC échantillon- AUC blanc) x (molarité du standard

Valeur relative ORAC =

(AUC standard-AUC blanc) x (molarité de I’échantillon)

AUC = Aire sous la courbe (Rolland, 2004).
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I11.7.5.Méthode de DEPG (N,N-dimethyl-p-phenylene diaminedihydrochloride)
II1.7.5.1. Principe

Cette méthode est basé sur la réduction de couleur de la solution tamponnée de DEPG dans un
tampon acétate et le chlorure ferrique. La procédure implique la mesure de la diminution de
l'absorbance de DEPG en présence d'accepteurs avec maximum d’absorption de 505

nm.L'activité a été exprimée en pourcentage de réduction de DEPG (Nur Alam et al.,, 2012).
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IV. Les phytohormones

IV.1. Définition d’une phytohormone

Les hormones sont des substances chimiques synthétisées par le végétale. Elles sont
oligodynamiques : actives a faible dose. Elles agissent parfois a distance du lieu de synthese :
elles ont une influence sur le fonctionnement du végétal (Hopkins, 2003;Robert et Rolland,
1999).

IV.1.1. Les cytokonines

Celles-ci sont synthétisées dans les apex des racines, mais on les trouve aussi dans les parties
aériennes, les semences et les fruits n'ayant pas atteint la maturité physiologique. Elles sont
transloquées dans le xyleme depuis les racines jusqu'aux parties aériennes.

Au niveau des parties aériennes, les cytokinines circulent lentement de cellule a cellule

(Milleret al., 1956; Werner et.,2001).

IV.1.2. La kinetine (6-furfurylaminopurine) C1iHyNsO
Sous forme d’une poudre blanche obtenue en 1955 a partir de sperme de hareng. La masse

molaire est de 215,2114 G.MOL" (Nultsh, 1989)(Figure.16).

e -
HirJ
- 5
N_/
L 7

(

Figure.16. Structure chimique du K(Nultsh, 1989)

IV.1.3.Fonction et role des cytokinines

-Les cytokinines jouent un role important dans la germination et favorisent la division

cellulaire.
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-Elles activent l'initiation des feuilles, des tiges et des stolons, et favorisent l'extension des
feuilles et des cotylédons ainsi que la translocation des assimilats.

-Leur role dans la transpiration est également rapporté.

-Les cytokinines inhibent la sénescence des feuilles et permettent la levée de la dormance des
graines ainsi que celle de la dominance apicale des bourgeons axillaires chez certaines plantes

(Hopkins, 2003;Robert et Rolland, 1999).

IV.2.1. Les auxines

Celles-ci sont essentiellement produites dans les méristemes et régions de croissance active au
niveau des parties aériennes. Elles se trouvent dans la plupart des tissus de la plante y compris

dans les feuilles en sénescence.

Le transport des auxines se fait dans le phloeme, des parties aériennes vers les parties
racinaires, mais également de cellule a cellule (transport orienté) (Nultsch, 1998 ; Prat,

1994).

1vV.2.2. 2.4-D ACIDE (2,4-DICHLOROPHENOXY) CsH¢CL:03 .

Herbicide systémique sélectif, le plus utilisé dans le monde, qui imite une hormone de
croissance mais en induisant une croissance incontrolée qui aboutit a la destruction de la
plante. La masse molaire est de 221,038 G.MOL™" . 11 est soluble dans I'ethanol ; légerement
soluble dans le benzene et le DMSO ; insoluble dans I'eau (Heller, 1985 ; Dolan, 2006)
(Figure 17)

Figure.17. Structure chimique du 2,4-D (Dolan, 2006)
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IV.2.3. Fonction et role

-Les auxines activent 1'élongation des coléoptiles et des tiges et favorisent le phototropisme et

le géotropisme.

-Elles jouent un role important dans l'initiation et la formation des racines adventives et dans
la différenciation du xyleme.
-Elles retardent la sénescence des feuilles et la chute des fruits.

-Elles inhibent 1'élongation racinaire (Prat, 1994).
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I. Matériel et Méthodes
I.1. Objectif du travail

Notre travail a pour objectif d’évaluer ’activité antioxydante des extraits méthanoliques de la
plante Hyoscyamus albus L. traitée par les deux phytohormones (un auxine : 2,4-D et une
cytokinine :K) avec différentes doses 0,10 et 20 mg/L séparés et interactés, dont la réalisation
de cette évaluation a été divisée sur deux laboratoires : laboratoire pédagogique de I’université
Abbes Laghrour de Khenchela et le laboratoire de dosage des substances bioactives des
ressources naturelles a 1’Unité de Technologie Alimentaire de 1’Institut National des

recherches agronomiques RABAT MAROC.

I.2. Etude phytochimique de la plante
I.2.1. Matériel végétal

Le matériel végétal de 1’espeéce Hyoscyamus albus L., utilisé dans cette étude fait partie la
culture de 1’étude de recherche pour la préparation de la thése de doctorat du Dr. KADI K.
intitulé : Contribution a I’étude de I’effet des phytohormones sur 1’accumulation des
alcaloides de la plante Hyoscyamus albus L. ; soutenue en 2010 a "université de constantine;
le pratique a été réalisé en 2004 dont les graines utilisées dans cette culture ont été récoltées
de la région de Ferjioua (W. MILA), la culture a été€ mise en pots de 3 Kg apres un mois de la
germination des graines les plantules ont été transmis a des pots (plantule par pot) sous les
condition de la serre (localiséée a 'universit¢ Larbi Ben M’Hidi —Oum el Bouaghi) en
appliquant l’irrigation par 1/2de la capacité au champs , les plants ont été traitées par les
phytohormones deux foies dans la période de floraison (de mi Avril 2 mi Mai) par un auxine
2 ,4-D et une cytokinine K (Kinitine) séparés et intéractés avec les doses : 0, 10 et 20mg/L
pour chacun avec 03 répétitions pour chaque traitement .

Apres la récolte en mois de Juin; Le matériel végétal est séché a I’ombre, a 1’abri de
I’humidité et a une température ambiante. Le séchage est de 15 jours en moyenne pour les

différentes plantes, puis conservées dans des sacs en papier.
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1.2.2. Préparation des extraits

Dans le présent travail, nous avons ciblé les composés phénoliques (poly phénols et
flavonoides et tanins puisque les alcaloides ont été étudiés en these de doctorat).
On a préparé 1’extraits hydro-alcoolique (méthanol 70%) dont 10 g de poudre végétale de
chaque traitement a été reprise avec 100 ml de méthanol a 70% dans un erlenmeyer de 200
ml. Le mélange a été laissé macérer pendant 24 heures (deux fois pour la méme poudre) a la
température du laboratoire. Apres filtration sur papier filtre, le filtrat est concentré au rota
vapeur (HAHNVAPOR) sous vide a la température de 40 °C. On obtient donc 1’extrait hydro-
alcoolique brut (EMet).

1.2.3. Calcul du rendement des extraits

Le rendement en extraits de la plante est le rapport entre le poids de 1’extrait est le poids de la
plante (Carré, 1953). Le rendement qui est exprimé en pourcentage a été calculé par la
formule suivante :

R7.=Pg/P,X100

R’ : rendement de I’extrait en pourcentage

Py : Poids de I’extrait (g)

P4 : poids de la plante (g)

1.2.4. Screening phytochimique

Le screening phytochimique est un ensemble de méthodes et techniques de préparation et

d'analyse des substances organiques naturelles de la plante (Bammou et al ., 2015 ; Nouioua,

2012).

1.2.4.1. Mise en évidence des tanins

Les tanins sont mis en évidence a partir de 2 ml de la solution a tester, ajouter 2 a 3 gouttes de
solution de FeCl3 a 2%.

Un test positif est révélé par ’apparition d’une coloration bleue-noire et un précipité

(Laisser reposer quelques minutes) (Karumi et al., 2004).

1.2.4.2. Mise en évidence des saponosides
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).
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1.2.4.3. Mise en évidence des flavonoides
5 ml de I’extrait butanolique sont traités avec quelques gouttes d’AlCl5; (1%).

La présence des flavonoides est confirmée par I’apparition d’une couleur jaune(Edeaga,

2005).

1.2.4.4. Mise en évidence des composés réducteurs

Ce test est basé sur la réaction de Keller-Kiliani.

A 1 ml de I’extrait ajouter 5 ml d’acide acétique contenant des traces de FeCls et 5 ml d’acide
sulfurique contenant des traces deFeCls,

La présence des composés réducteurs est confirmé par la formation de deux phases,une
colorée en brun rouge (acide acétique) et la deuxieéme en bleu-vert (acide sulfurique)

(Edeaga, 2005). Parmi les composés réducteurs on note les coumarines.

1.2.4.5. Mise en évidence des coumarines

La mise en évidence de ces dernieres se fait selon la méthode décrite par

(Benmehdi, 2000).

Placer 1 g d’échantillon dela 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 NH4,OH (10%). Mettre deux taches sur un papier filtre et examiner sous la

lumiere ultraviolette. La fluorescence des taches confirme la présence des coumarines.

1.2.4.6. Mise en évidence des alcaloides
» Test de Mayer

e Hgcl(13,5g)dans 40ml de eau distillée .
e KI (49,8g)dans 40ml de eau distillée.
Apres I’agitation de chaque solution, on mélange les deux solutions.
Sml de solution ou extrait brut, ajouter quelques gouttes du réactif Mayer. La présence de

turbidité ou de précipitation indique la présence des alcaloides sels.

1.2.4.7. Mise en évidence des quinones
1g de matériel végétale sec et broyé et placé dans des tubes avec 15a 30 ml d’éther de pétrole

aprés agitation et une repose de 24heures, apres les extraits sont filtrés la présence de
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quinones libers est confirmée par 1’ajoute quelque goutte de NaOH 10%]lorsque la phase

aqueuse vire au jaune, rouge ou violet (Ribérreau, 1968).

1.2.4.8. Mise en évidence des coumarines

La présence de coumarines (composées polyphénolique) est réalisée en évaporant a sec 5 ml
d’extrait éthéré, 2ml d’eau chaude sont ajoutés puis 1ml de NH4sOH 25%, le mélange est
observé sous UV a 366 nm.

L’observation d’une fluorescence bleue intense indique que leur présence(Wong et al .,

20006).

1.2.5. Etude quantitative des extraits de la plante H. albus

1.2.5.1. Dosage des polyphénols

Les polyphénols sont estimés par la méthode de Folin Ciocalteu (Wong et al ., 2006).Ce
dosage repose sur le réactif de Folin Ciocalteu qui est constitu¢ d’un mélange d’acide
phosphotungstique et d’acide phosphomolybdique. L’oxydation des phénols réduit, ce réactif
en un mélange d’oxyde bleus de tungsténe et de molybdene .I’intensité de la couleur est
proportionnelle au taux de composés phénoliques oxydés ( Boizot et Charpentier,2006).

200 pl de chaque extrait (dissous dans le méthanol pour les extraits organiques, et I’eau
distillée pour I’extrait aqueux) sont ajoutés al ml du réactif de Folin Ciocalteu dilu¢ 10 fois,
aprés 4 min, 800 pl d’une solution de carbonate du sodium (75g/1) sont ajoutés. L’absorbance
est mesurée a 765 nm aprés 2h d’incubation en utilisant le spectrophotometre heliose (thermo
spectronic).

La teneur en polyphénols a été exprimée en microgrammes équivalents de ’acide gallique par
grammes du poids d’extrait (ug EAG/mgE) a partir de la courbe d’étalonnage de 1’acide

gallique présentée dans la figure 18 ci-dessous.
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Figure.18. Courbe d’étalonnage de 1’ Acide Gallique

1.2.5.2. Dosage des Flavonoides

La méthode du trichlorure d’aluminium (Bahorun et al ., 1996) est utilisée pour quantifier les
flavonoides dans 1’extrait de la plante H. albus traitée par 2,4-D et K séparés et interactés.1 ml
de chaque traitement et du standard avec dilutions convenables sont ajoutés a 1 ml d’AICI3
(2 % dans le méthanol). Apres 10 min d’incubation, la lecture s’effectue a 420nm en utilisant
le spectrophotometre heliose (thermo spectronic).

La teneur en flavonoides a été exprimée en microgrammes équivalents de quercétine par
grammes du poids d’extrait (ug EQ/mgE) a partir de la courbe d’étalonnage de la quercétine

présentée dans la figure 19 ci-dessous.
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Figure.19. Courbe d’étalonnage de la Quercitine
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1.2.5.3. Dosage des Tanins

Le dosage des tanins condensés dans les extraits de la plante H. albus est effectué selon la
méthode de (Broadhurst et al., 1978), modifiée par (Heimler et al., 2006). Le principe de
ce dosage est basé sur la fixation du groupement aldéhydique de vanilline sur le carbone 6 du
cycle A de la catéchine pour former un complexe chromophore rouge qui absorbe a S00nm
(Schofield et al ., 2001)

Pour 400ul de chaque échantillon ou standard, on ajoute 3ml d’une solution de vanilline

(4% dans le méthanol), et 1,5 ml d’acide hydrochlorique concentré. Le mélange est incubé
durant 15 min et 1’absorbance est lue a 500nm. La lecture s’effectue en utilisant le
spectrophotometre heAiose (thermo spectronic).

La teneur en Tanins a été exprimée en microgrammes équivalents de catéchine par grammes
du poids d’extrait (ug ECT/mgE) a partir de la courbe d’étalonnage de la catéchine présentée

dans la figure 20 ci-dessous.
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Figure.20. Courbe d’étalonnage de la Catéchine

1.3.Evaluation de ’activité antiradicalaire

L’activité antioxydante a été évaluée par la mesure du pouvoir de piégeage du
radical DPPH. Le test de DPPH est réalisé selon la méthode décrite par (Schofield et al .,
2001)
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ou 200ul de chacun des extraits méthanoliques de la plante traitée par les phytohormones
sont mélangées avec 1,8ml d’une solution méthanolique de DPPH (0,004%). Aprés 30 min

d’incubation, 1’absorbance est lue a 517nm. Dont le controle positif est 1’acide ascorbique.

Pourcentage d’inhibition (I1%)

Pourcentage d’inhibition : Pourcentage d’inhibition du DPPH (I1%) est calculé de la maniere
suivante (Sharififar, 2007) :

1%= (A blanc- A échantillon) x100/ A blanc

A blanc : Absorbance du blanc (DPPH dans le méthanol)

A échantillon : Absorbance du composé d'extrait

I.4. Analyse statistique des données
Les analyses de variance et 1’analyse des composantes principales des résultats ont été
réalisées par les logiciels statistiques SAS et STATISTICA.

Les différences considérées treés hautement significatives a p < 0.01.
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II-Résultats et discussion

II-1-Rendements des extraits bruts

Les extraits de la plante H. abus L. traitée par les différents phytohormones 2,4-D et K avec
les doses 0,10 et 20 mg/L, nous a permet de déterminé les rendements de leurs extraits bruts

Tableau 01

Tableau 01 : les rendements des extraits

Les traitements™** Le rendement (% )***
Témoin 14,93
K(10mg/l) 22,93
K(20mg/1) 17,88
2,4-D(10mg/1) 16,92
2,4-D(20mg/1) 25,62
Kx2,4-D(10x10mg/1) 25,29
Kx2,4-D(10x20mg/1) 22,93
Kx2,4-D(20x10mg/1) 17,88
Kx2,4-D(20x20mg/1) 17,32

D’apres les résultats mentionnés dans le Tableau 01 les rendements des extraits des
traitements par les phytohormones séparées et intéractées ont augmentés le rendement des
extraits par rapport au témoin non traité dont le meilleur rendement est donné par le
traitement avec le 2,4-D (20mg/L)( 25,62%) et le traitement 2,4-D X K(10x10) mg/l et le
faible rendement est enregistré par le témoin avec (14,93%). Donc on peut dire que le
traitement avec phytohormones utilisées soit séparéses ou intéractées a un effet positif sur le

rendement des extraits.
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I1-2-Etude phytochimique de la plante H. albus L. traitée par les

phytohormones
I1-2-1-Screening phytochimique :

Les résultats du screening phytochimique des extraits des différents traitements (2,4-D et K)
avec les doses 0,10 et 20mg/1 séparées et interactées présentés dans le Tableau 02 ci-dessous
montrent que tout les extraits des traitements contient des : alcaloide et flavonoides et qu’il
n’y a pas une différence entres eux. Ces résulaatats sont en accord avec les résultats trouvés
par (Benhouda et al., 2014) qu’ils ont trouvé que I’espece H. albus L. récoltée de la

commune d’ARRIS W. de BATNA contient des alcaloides, polyphénols, et des terpenes.

Tableau 02 : Résultats du screening phytochimique des extraits méthanoliques de la plante H.

albus L. traitée par les phytohormones.

Les traitements

N
D
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Témoin ++ A - - +4++ + +
K(10mg/) ++ + - + +++ + +
K(20mg/1) ++ + - + et + +
2,4-D(10mg/1) ++ + - + +++ + +
2,4-D(20mg/1) I ; + -+ +
Kx2,4-D(10x10mg/l) e i - + -+ o+ +
Kx2,4-D(10x20mg/l) ++ T - + -+ +
Kx2,4-D(20x10mg/1 i o - + o+ +
Kx2,4-D(20x20mg/l ++ + = + 4+ + +

Tous les résultats du screening phytochimique des différents extraits de la plante H. albus L.
traitée par les phytohormones sont similaires donc il n’y a pas un effet des phytohormones sur

la présence des différent métabolites secondaires testés et ces résultats montrent que les

o
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différents extraits methanoliques de la plante H. albus L. contiennent du : flavonoides, tanins,
coumarines, quinones, composés réducteurs et alcaloides et ne contiennent pas des
saponosides. Ce qui confirme les travaux de( KADI , 2010), qui a révélé la présence de

flavonoides, saponosides, tanins et alcaloides chez I’ Hyoscyamus albus L.

La richesse du pante H. albus L. par les métabolites secondaires a intérét thérapeutique

pourrait expliquer son usage traditionnelle (Kirtikar et al., 1984).
I1-2-2-Etude quantitative des composés phénoliques :
I1-2-2-1- la teneur en polyphénols :

L’analyse quantitative des extraits des traitements de la plante H. albus L. par les
phytohormones en polyphénols a été déterminée a partir de 1’équation de la régression de la

courbe d’étalonnage exprimée en pg équivalent de 1’acide gallique par mg de Tableau 03

Tableau 03 : Teneur en polyphénols de la plante H. albus L. traitée par les phytohormones

Les traitements Teneur en polyphénols (ugEAG/mg E)
Témoin 354,26+1,36
K(10mg/) 161,03+0,66
K(20mg/l) 169,26+0,47
2,4-D(10mg/1) 186,45+0,52
2,4-D(20mg/1) 24,12+0,64
Kx2,4-D(10x10mg/1) 260,51
Kx2,4-D(10x20mg/1) 42,37+0,54
Kx2,4-D(20x10mg/1) 36,50+0,6
Kx2,4-D(20x20mg/1) 39,44+0,6

L’analyse de variance des différents traitements montre qu’il y a une différence significative
entre les différents traitements (p<0,000 annexe 01) et les teneurs en polyphénols des extraits

de ces traitements, car les groupes homogenes sont bien représentés dans la (figure21).
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La (figure21) montre les résultats de la teneur en polyphénols des extraits des différents
traitements dont la meilleure teneur est obtenue par le témoin non traité avec une teneur égale
a( 354,26+1,36) ug EAG/mg E suivi par le traitement par 2,4-D avec la dose (10mg/1) par une
moyenne de (186,45+0,52) ug EAG/mgE ; Car nous constatons que toutes les teneurs en
polyphénols des différents traitements sont inférieures a celle présentée par le témoin non
traité ce qui explique I’effet des phytohormones utilisées 1’auxine: IAA et le cytokinine: BAP
qui ont un effet de diminution sur I’accumulation des polyphénols contrairement a ce qui est
trouvé par(KADI et al., 2013) qui ont montré que le traitement par les mémes phytohormones
la quantité des alcaloides est doublée deux fois dans la partie aérienne de la plante. On peut
dire d’apres tout ca que I’effet des phytohormones utilisées a orienté la plante vers la
production et I’accumulation des alcaloides en premier temps que la production des
polyphénols et ces phytohormones ont activé le gene de la production des autres métabolites

secondaires :les alcaloides (Elizab et Sarah., 2009).
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Figure.21. Les teneurs en polyphénols
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II-2-2-2- la teneur en flavonoides :

L’analyse quantitative des extraits des traitements de la plante H. albus L. par les

phytohormones en flavonoides a été déterminée a partir de I’équation de la régression de la

courbe d’étalonnage exprimée en pg équivalent a la quercétine par mg de 1’extrait.

L’analyse de variance des différents traitements a montré qu’il a y une différence significative

entre les teneurs en flavonoides et entre les traitements (p<0,000 Annexe 02) ce qui reflete la

distribution des groupes homogenes présentés dans la (figure 22)

Tableau 04 : Teneur en flavonoides de la plante H. albus L. traitée par les phytohormones

Les traitements™** Teneur en flavonoides (ugEQ/mg E)***
Témoin 163,65+1,73
K(10mg/1) 12,29+0,43
K(20mg/) 45,14+0,69
2,4-D(10mg/1) 116,45+0,65
2,4-D(20mg/1) 21,76+0,53
Kx2,4-D(10x10mg/1) 15,99+40,65
Kx2,4-D(10x20mg/1) 13,940,88
Kx2,4-D(20x10mg/l 128,7+0,47
Kx2,4-D(20x20mg/l 73,03+0,8

Les résultats de la teneur en flavonoides sont présentés dans le Tableau 04 et la figure 22 le
témoin non traité possede une teneur la plus élevée de I’ordre de (163,65+1,73ug EQ/mgE)
suivi par le traitement par 2,4-DXK(20x10mg/1) (128,7+0,47ug EQ/mgE), ces teneurs sont
assez importantes par rapport aux autre traitements. Le faible rendement est trouvé chez le

traitement par le cytokinine K(10mg/l)avec (12,29+0,43ugEQ/mgE).

Les résultats trouvés sont tous presque supérieurs a ceux trouvé par ( Benhouda et al., 2014)
qui ont montré que I’extrait méthanolique des feuilles de la plante H. albus L. récoltée a Batna

a donné une teneur en flavonoides égale a (24.31 + 0.62) ug EQ/mgE. On peut expliquer cette
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variance des teneurs en flavonoides entre la plante spontanée et traitée par I’effet des

phytohormones utilisées aussi bien aux conditions de culture sous serre.

Teneur en flavonoides
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Figure.22. Teneurs en flavonoides

I1-2-2-3- la teneur en tanins :

L’analyse quantitative des extraits des traitements de la plante H. albus L. par les
phytohormones de teneurs en tanins a été déterminée a partir de I’équation de la régression de

la courbe d’étalonnage exprimée en ug équivalent a la catéchine par mg de 1’extrait.

L’analyse de variance des différents traitements a montré qu’il a y une différence significative

entre les traitements et entre les teneurs en tanins et de ces traitements (p<0,000 Annexe 03).

Les résultats de la teneur en tanins sont présentés dans le tableau 05 et la (figure 23), la

meilleure teneur en tanins est enregistrée.
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Tableau 05 : Teneur en tanins de la plante H. albus L. traitée par les phytohormones

Les traitements™** Teneur en tanins (ugECT/mg E)***
Témoin 100£1
K(10mg/) 65,37+0,48
K(20mg/) 18,13+0,58
2,4-D(10mg/1) 20,66+0,67
2,4-D(20mg/1) 14,330,5
Kx2,4-D(10x10mg/1) 15,54+0,3
Kx2,4-D(10x20mg/1) 6,18+0,18
Kx2,4-D(20x10mg/1) 21,16+0,04
Kx2,4-D(20x20mg/1) 17,32+0,6

Les tanins de tous les extraits ont des teneurs varient entre (100+1) et (6,18+0,18) ug

ECT/mgE dont I’extrait du témoin possede teneur la plus importante par rapport aux autre
traitements. Les phytohormones utilisées 2,4-D et K ont présenté un effet de diminution sur
I’accumulation des tanins par rapport au t¢émoin non traité et la faible teneur est enregistrée

chez le traitement par 2,4-DXK avec les doses (10x20mg/1).

Ces résultats sont assez importantes par rapport a celles trouvés dans la méme espece mais
spontanée et récoltée a Batna par (Benhouda et al., 2014) qui ont trouvé que 1’extrait
methanolique des feuilles de la plante H. albus L. a présenté une teneur en tanins plus faible et

égale a (24.87 £ 1.57 ) ug ECT/mgE.
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Figure.23. Teneurs en tanins

II-3-Evaluation de P’activité antioxydante relative

La( figure 24) montre que tous les extraits méthanoliques des différents traitements de la

plante H. albus L. présentent des activités antioxydantes significativement différentes et les

traitements aussi présentent des différences significatives entre eux( Annexes 04). L’extrait

méthanolique du témoin non traité par les phytohormones (2,4-D et K) possede le meilleur

pourcentage d’inhibition de I’ordre de (88+1) %, c’est un pourcentage tres rapproché a ce

enregistré par le controle: 1’acide ascorbique. Les autre extraits révelent des pourcentages

varient entre (87£1) % et (13,2620,68)% et se sont des pourcentages qui refletent des activités

antioxydantes relatives assez importantes formant des groupes homogenes.
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Tableau 06 : Les pourcentages d’inhibition des extraits de la plante H. albus L. traitée par les

phytohormones.
Les traitements®** Pourcentage d’inhibition (% )***
Témoin 88+1
K(10mg/1) 87+1
K(20mg/l) 66+1
2,4-D(10mg/1) 14,33+0,37
2,4-D(20mg/1) 56,36+1,8
Kx2,4-D(10x10mg/1) 31,06+0,64
Kx2,4-D(10x20mg/1) 88+1
Kx2,4-D(20x10mg/1 13,26+0,68
Kx2,4-D(20x20mg/1 62,46+0,5
Acide ascorbique 100+1

Les résultats des témoin et les traitements par le K(10mg/L), KX2,4-D (10X20mg/L) sont
supérieurs a 76% présenté par 1’extrait méthanolique de la plante H. albus L. récoltée a Batna

par ( Benhouda et al., 2014).
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Figure.24. ’activité antioxydante relative des extraits des différents traitements par les

phytohormones de la plante H. albus L.
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I1I-4- L’analyse des composantes principales (ACP)

L’analyse en composantes principales des différents parametres mesurés ( teneur en
polyphénols, en flavonoides et en tanins, pourcentage d’inhibition) des différents extraits de la
partie aérienne de la plante H. albus L. a permet de relever que les deux premiers axes ont les
valeurs propres les plus élevées. Ils expliquent 93,69 % de la variabilité détecté, le premier
axe absorbe a lui seul 63,95 %, alors que deuxieme explique 30,74 %.

La configuration des paramétres étudiés par I’APC ( figure 25), permet de délimiter deux

groupes représentés comme suit:

Le groupe I : regroupe ’activité antioxydante et la teneur en tanins des extraits de la plante
traitée par les phytohormones qui sont liés positivement au premier et deuxieme axe.

Le groupe II : regroupe les teneurs en polyphénols, flavonoides et le traitement par les
phytohormones qui sont liées positivement au premier et négativement au deuxieme axe. La
teneur en polyphénols, flavonoides et tanins sont reli€s positivement entre eux ce qui explique
le grand effet des phytohormones utilisées sur la production et I’accumulation des composés
phénoliques surtout les flavonoides. Ces parametres sont aussi reliés négativement au
pourcentage d’inhibition de ces extraits.

La présentation des différentes traitements dans le cercle de corrélation( figure 26) nous a
conduits de limiter trois groupes comme suit :

Le groupe I : il regroupe le témoin et les traitements : K(10mg/L)et (20mg/1), les interactions
a faible et a forte dose, qui sont liées positivement avec le premier et le deuxieme axe par un
pourcentage de corrélation (48,69%).

Le groupe II : regroupe le traitement par 2,4-D (10mg/]) et le qui sont liés positivement avec
le premier axe et négativement au deuxieme axe.

Le groupe III: regroupe le traitement avec les deux phytohormones intéractées Kx2,4-
D(20x10mg/1) qui est relié négativement avec les deux axes.

Et quand on fait la projection des parametres mesurés des différents extraits des différents
traitements sur les traitements utilisés, on peut révéler que le traitement avec les
phytohormones surtout le 2 ,4-D (10mg/l) a un grand effet sur les flavonoides. Les composés
phénoliques possedent une activité antioxydante trés importante surtout les métabolites
polaires comme les tanins qui sont présent en grande quantité dans les solvants polaires
comme le methanol (Yang et al., 2012 ; Roudsari et al., 2009).

L’H. albus L. est une plante tres riche en alcaloides tropaniques et le traitement par les

phtohormones 2,4-D et K séparés et interactés a orienté la plante vers la production et
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I’accumulation des alcaloides au lieu de produire les autres métabolites comme les

flavonoides (Kadi et al., 2013).

Projection of the variables on the factor-plane ( 1 x 2)
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Figure.25. Projection des parametres mesurés sur le plan engendré par les axes 1 et 2.
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Figure.26. Projection des traitements sur le plan engendré par les axes 1 et 2.
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La diversité en propriétés biologiques est liée certainement aux vertus thérapeutiques
attribuées a une gamme extraordinaire de molécules bioactives synthétisées par la plante non
seulement comme des agents chimique contre les maladies, les herbivores et les prédateurs
mais aussi comme des agents médicinaux tels que les antioxydants. Ces molécules naturelles
de nature phénolique sont tres recherchées en phytothérapie vue les effets secondaires des

médicaments (Nur Alam et al., 2013).

L’objectif de notre travail est d’évaluer 1’activité antioxydante de la plante Hyoscyamus albus

L. traitée par les phytohormones 2,4-D et K séparées et intaréctées.

D’apres les résultats, les rendements des extraits des traitements par les phytohormones
séparées et intéractées ont augmentés le rendement des extraits par rapport au témoin non
traité dont le meilleur rendement est donné par le traitement avec le 2,4-D (20mg/L)(
25,62%) et le traitement 2,4-D X K(10x10) mg/l et le faible rendement est enregistré par le

témoin avec (14,93%).

L’analyse qualitative des extraits tous les résultats du screening phytochimique des différents
extraits de la plante H. albus L. traitée par les phytohormones sont similaires donc il n’y a pas
un effet des phytohormones sur la présence des différent métabolites secondaires testés et ces
résultats montrent que les différents extraits methanoliques de la plante H. albus L.
contiennent du : flavonoides, tanins, coumarines, quinones, composés réducteurs et alcaloides

et ne contiennent pas des saponosides.

L’analyse quantitative des extraits des traitements de la plante H. albus L. par les
phytohormones en polyphénols, flavonoides et tanins a ét¢ déterminée a partir de 1’équation
de la régression de la courbe d’étalonnage de 1’acide gallique, quercitine et catichine

respectivement en ordre.

Les résultats de la teneur en polyphénols des extraits des différents traitements montrent que
la meilleure teneur est obtenue par le t€émoin non traité avec une teneur égale a ( 354,26+1,36)
ug EAG/mg E suivi par le traitement par 2,4-D avec la dose (10mg/l) par une moyenne de
(186,45+0,52) ug EAG/mgE. Le témoin non traité possede une teneur la plus élevée de
I’ordre de (163,65+1,73ug EQ/mgE) suivi par le traitement par 2,4-DXK(20x10mg/l)
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(128,7+£0,47ug EQ/mgE) et la faible teneur est trouvée chez le traitement par le cytokinine
K(10mg/l)avec (12,29+0,43ugEQ/mgE). Les tanins dans tous les extraits ont des teneurs
varient entre (100+1) et (6,18+0,18) ug ECT/mgE dont I’extrait du témoin posseéde teneur la

plus importante par rapport aux autre traitements.

Evaluation de I’activité antioxydante relative montre que tous les extraits méthanoliques des
différents traitements de la plante H. albus L.. L’extrait méthanolique du témoin non traité par
les phytohormones (2,4-D et K) possede le meilleur pourcentage d’inhibition de 1’ordre de
(88+1) %, c’est un pourcentage trés rapproché a ce enregistré par le contrdle: 1’acide

ascorbique.

D’apres notre étude, on peut révéler que le traitement avec les phytohormones surtout le 2 ,4-

D (10mg/1) a un grand effet sur les flavonoides.

Les composés phénoliques étudiés possedent une activité antioxydante treés importante
surtout les métabolites polaires comme les tanins qui sont présent en grande quantité dans le

methanol.

En fin, I’ensemble de ces résultats obtenus in vitro ne constitue qu’une premiere étape dans la
recherche des molécules a intérét thérapeutique. Des essais complémentaires seront
nécessaires pour confirmer 1’activité antioxydante des extraits de cette plante et améliorer ces

teneurs en composés phénoliques.
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Annexe 01: ANOVA POLYP

Source DF Squares Mean Square F Value Pr>F
Model 8 302208.3031 37776.0379 75017.0 <.0001
Error 18 9.0642 0.5036

Corrected Total 26 302217.3673

R-Square Coeff Var Root MSE POLYP Mean

0.999970  0.614415  0.709624  115.4959

Source DF Anova SS  Mean Square F Value Pr>F

ESP 8 302208.3031 37776.0379 75017.0 <.0001

Annexe 02 : ANOVA FLAV

Source DF Squares Mean Square F Value Pr > F
Model 8 79460.16999 9932.52125 13776.0 <.0001
Error 18 12.97800 0.72100

Corrected Total 26 79473.14799
R-Square Coeff Var Root MSE KX2_4_D_FLAV Mean
0.999837 1.294371 0.849117 65.60074
Source DF Anova SS Mean Square F Value
ESP 8 79460.16999 9932.52125 13776.0

Annexe 03 : ANOVA TANINS

Source DF Squares Mean Square F Value Pr>F
Model 8 24086.72927  3010.84116 9725.99 <.0001
Error 18 5.57220 0.30957

Corrected Total 26 24092.30147

R-Square Coeff Var Root MSE  TAN Mean

0.999769  1.863458  0.556387  29.85778

Pr > F

<.0001



Source DF Anova SS Mean Square F Value Pr>F
ESP 8 24086.72927  3010.84116 9725.99 <.0001

Annexe 04 : ANOVA %I

Source DF Squares Mean Square F Value Pr>F
Model 9 2483494167  2759.43796 3114.49 <.0001
Error 20 17.72000 0.88600

Corrected Total 29  24852.66167

R-Square Coeff Var Root MSE [ Mean

0.999287  1.581533  0.941276  59.51667

Source DF Anova SS  Mean Square F Value Pr>F

ESP 9 2483494167 2759.43796 3114.49 <.0001
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Résumé

Le présent travail porte sur I’évaluation de I’activité antioxydante des xtraits de la plante Hyoscyamus
albus L. (traitée par les phytohormones 2,4-D et K par les doses 0,10,20mg/l) de la famille des solanacées,

tres utilisée en médecine traditionelle et tres riche en alcaloides.

Les résultats de 1'étude phytochimique de la plante ont montré que le traitement avec les phytohormones
a un effet significatif par diminution par rapport au temoin non traité sur les composés phénoliques
étudiés. Le screening phytochimique a montré que le traitement par les phytohormones n’a aucun effet
sur la qualité des métabolites secondaires étudiées car tout les extraits contiennent des tanins, des
saponosides, des flavonoides, des quinones , des coumarines, des alcaloides et des composés réducteurs.
L’analyse quantitative a montré que I’extrait méthanolique d’H.albus non traitée présente la meilleure
teneur en polyphénols totaux avec (354,26+1,36)ug EAG/mg E) suivi par le traitement par 2,4-D avec la
dose (10mg/l) par une moyenne de (186,45+0,52) ng EAG/mgE , les flavonoides de meme’extrait en révélé
des teneurs égalent a (163,65+1,73ug EQ/mgE) est des teneur en les tanins (100+1 pgECT/mgE )
L’évaluation de l'activité antioxydante in vitro a été étudiée par la méthode de piégeage par le DPPH.
Les résultats obtenus ont montré que le traitement par les phytohormones 2,4-D et K a un effet significatif
sur P’activité antioxydane donc tous les extraits des différents traitements de la plantes peuvent agir en
tant que piégeurs de radicaux.

Mots clés : Hyoscyamus albus L, composés phénoliques, activité antioxydante, K, 2,4-D.

Summary

The present work deals with the evaluation of the antioxidant activity of the extracts of the plant
Hyoscyamus albus L. (treated with phytohormones 2, 4-D and K in doses 0, 10,20mg / 1) of the solanaceae
family, widely used in traditional medicine and very rich in alkaloids.

The results of the phytochemical study of the plant showed that the treatment with phytohormones had a
significant effect by reduction compared to the untreated treatment on the phenolic compounds studied.
Phytochemical screening showed that treatment with phytohormones had no effect on the quality of the
secondary metabolites studied because all the extracts contained tannins, saponosides, flavonoids,
quinones, coumarins, and alkaloids, reducing compounds.

Quantitative analysis showed that the methanolic extract of untreated H.albus had the best total
polyphenol content with (354.26 + 1.36) ng EAG / mg E) followed by treatment with 2,4- D with the dose
(10mg /1) by an average of (186.45 + 0.52) pg EAG / mgE, the flavonoids of the extract revealed contents
(163.65 £ 1.73png EQ / mgE) The tannins (100 + 1 pgEc / mgE).

Evaluation of the antioxidant activity in vitro was investigated by the DPPH trapping method. The results
obtained showed that the treatment with phytohormones 2, 4-D and K had a significant effect on the
antioxidant activity so all the extracts of the various treatments of the plants can act as radical scavengers.
Key words: Hyoscyamus albus L, phenolic compounds, antioxidant activity, K, 2, 4-D.




