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Introduction

Introduction

Depuis I'Antiquité, nos ancétres dépendaient dans leur vie des ressources
naturelles, car ils utilisaient certaines plantes dans le traitement de diverses maladies, et ces
plantes étaient classées comme plantes médicinales, et leur domaine d'utilisation s'appelle
la phytothérapie traditionnelle (médecine alternative). Malgré le développement
remarquable dans le domaine de la médecine moderne, mais il s'appuie toujours sur la
phytothérapie traditionnelle, notamment pour lutter contre les maladies mortelles, donc le

mérite en revient a nos ancétres (El Rhaffari et Zaid, 2004).

Depuis plusieurs années, des plantes ou des préparations médicinales a base de
plantes sont utilisées, et a ce jour de nombreux chercheurs s'intéressent a ces plantes
médicinales en raison de leur énorme stock de composés et de molécules bioactives, ou
I'on trouve les métabolites primaires et a coté d'eux les métabolites secondaires qui
représentent une source importante de molécules telles que les polyphénols, les flavonoides
et les alcaloides qui sont largement utilisés en thérapeutique comme agents préventifs, anti-
inflammatoires, antimicrobiens, antiseptiques, mais essentiellement antioxydants qui

défendent contre le stress oxydatif (Bourgaude et al., 2001; Kar, 2007).

Le stress oxydatif contribue a de nombreuses maladies car il est considéré comme
un catalyseur ou li¢ a des complications (Favier, 2003). L’organisme produit
quotidiennement des radicaux libres, qui sont des composés réactifs contenant un seul
¢lectron nécessaire aux mécanismes vitaux. La production excessive de ces radicaux libres

est nocive pour l'organisme (Koechlin, 2006).

Les plantes médicinales constituent des ressources précieuses pour la grande
majorité des populations rurales en Algérie. La Wilaya de Khenchela a une richesse
forestiere des plantes aromatiques médicinales importante et diversifie. Hyoscyamus albus
L. est une plante médicinale appartenant a la famille des Solanacées. Elle est utilisée pour
ses nombreuses propriétés thérapeutiques et pharmacologiques (antioxydants,
antispasmodiques, analgésiques, anti-inflammatoires et hepato-protectrices) (Begum et al.,

2010 ; Saci et Touguit, 2015).

C’est dans ce contexte s’inscrit ce présent travail, dont 1’objectif essentiel
consiste a évaluer I’activité antioxydant des flavonoides et des alcaloides de la partie

aérienne de I’Hyoscyamus albus L. récoltée a Khenchela.
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Pour atteindre cet objectif, le mémoire est structuré en deux parties:

> La premiére partie: a caractére théorique sera consacrée pour les données
bibliographiques, comportant trois chapitres, dont le premier regroupe des généralités
sur la plante médicinale « Hyoscyamus albus L.», en passant par les métabolites
secondaires dans le deuxiéme chapitre, et en fin, une présentation générale sur I’activité
antioxydante (stress oxydatif, les radicaux libres et antioxydants) dans le troisiéme
chapitre;

» La deuxiéme partie : a caractére pratique et regroupe deux chapitres; le premier
chapitre comporte le matériel et les méthodes de travail utilisés, et le deuxieéme chapitre
comporte I’ensemble des résultats qui seront suivis avec une discussion.

Enfin, le mémoire est cloturé par une conclusion générale résumant le travail et

leurs perspectives envisagées.
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Chapitre 1. Généralités sur la plante « Hyoscyamus albus L.»

1. Généralités sur les Solanacées

Les Solanacées sont une famille de plantes dicotylédones appartenant a 1’ordre des
Solanales, la famille comprend pres de 98 genres et 2700 espéces et occupe une grande
diversité d'habitats (Olmstead et al., 1999). Les plantes de cette famille sont riches en
alcaloides tropiques dotés d'une activité hallucinogéne pour cela considérée comme étant
toxique (Goullé et al., 2004). IIs ont certaines propriétés en commun : ce sont des herbes,
des sous-arbrisseaux ou des arbustes a feuilles alternes, simples, a fleurs régulieres. Les
fruits sont des capsules (datura, jusquiame, tabac) ou des baies charnues (belladone,
piments, solanum divers, withania) renfermant de trés nombreuses graines (Jouzier, 2005;

Hammiche et al., 2013; Saci et Touguit, 2015).

2. Caractéristiques botaniques de «Hyoscyamus albus L. »

Parmi les diverses espéces de solanacées on retrouve «Hyoscyamus albus L.y,

connue aussi sous le nom de jusquiame blanche.

v' (C’est une variété annuelle ou bisannuelle, pouvant atteindre 90 cm de hauteur avec
un port dressé.

v Les feuilles de couleur vert clair, larges ovales, collantes de 5 a 10 cm de long.

v' Au printemps la floraison donne des fleurs de 1 a 3 cm de long bilabiées,
irrégulierement lobées, de couleur jaune pale (Goull¢ et al., 2004).

v' Le fruit est une capsule fermée par un opercule, qui renferme des centaines de

graines a surface réticulée (Hammiche et a/., 2013) (Figure 1).

ele : L.
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" &Y AUl
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Figure 1. Différentes parties de la jusquiame blanche (Abdou Bouba et al., 2010;
Akhanovna et al., 2012).
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3. Répartition géographique de la plante

La jusquiame blanche pousse dans le midi de la France, on la trouve fréquemment
dans la Lorraine, le Languedoc et la Provence mais aussi au subcontinent indien
(Alphonse, 1864 ; Benhouda et Yahia, 2014). Elle pousse sur les talus, les falaises, les
friches et les plages de galets en Europe, en Afrique du nord et en Asie (Guignard,
1998), comme on peut la rencontrée en Libye. Elle se retrouve aussi en Algérie;

Bejaia, Annaba (Alghazeer et al., 2012), Batna (Benhouda et al., 2014).
4. Etymologie

Hyoscyamus (Hyoscyamus albus L.) vient du latin = "hyoscyamos” ou
"hyoscyamum", venant du grec "hyskyamos" (du grec "hys": porc et "kyamos": féve) qui
signifie littéralement "féve de porc". L'adjectif "albus" est la pour souligner la

couleur blanche.

» Nom commun : jusquiame blanche
» Noms vernaculaires
e Arabe: Sl (an¥) il
e Barber: @bl (L Lad | Sl
o En Algérie : zull Adba Casnd jo, Ol Sow
e En Marocain et en Egypt : el sikran, oSl .
e En anglais : white Henbane (Michel, 2001;Palazon, 2008).

5. Taxonomie
La place de « Hyoscyamus albus » dans la systématique est présentée dans le tableau 1.

Tableau 1. Classification de Hyoscyamus albus (Michel, 2001; Palazén, 2008).

Régne Plantae
Embranchement Magnoliophyta (angiospermes)

Classe Dicotylédones

Ordre Solanales

Famille Solanaceae

Genre Hyocyamus

Espéce Hyoscyamus albus L.
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6. Composition chimique

L’analyse phytochimique révéle la présence d’alcaloides tropaniques, stéroides,
terpenoides, et une grande quantit¢é de composés phénoliques (dans les extraits
méthanoliques) tels que les flavonoides, tanins condensés et saponines (Mahmood et

al., 2001 ; Benhouda et Yahia, 2014).

La plante est trés riche en matiéres minérales (15 a 20 %) (Bruneton, 2009). Elle
renferme aussi d’autres métabolites secondaires ; la choline, du mucilage et les bases
volatiles : la tétraméthylputrescine qui est responsable de I’odeur nauséabonde de la

jusquiame (Pudersell, 2006 ; Bruneton, 2009).
7. Usages thérapeutiques

La composition phytochimique trés variée de la jusquiame lui confére

plusieurs effets thérapeutiques.

¢ La jusquiame est utilisée en médecine traditionnelle comme parasympatholytique
et sédative du systéme nerveux (Benhouda et Yahia, 2014).

*» Les flavonoides ils ont un réle comme analgésique en ciblant les prostaglandines et

aussi exercent des activités antioxydants, anti-inflammatoires et hépato-protectrices

(Tapas et al., 2008; Ferdous et al., 2008).

X/

« Les tanins de la jusquiame jouent un réle dans I’activité anti-nociceptive (Vanu et al.,
2006).

¢ Dans I’ophtalmologie I’hyoscyamine et la scopolamine sont utilisées en médecine,

dans le traitement des spasmes gastro-intestinaux, dans le traitement

d’empoisonnement par les organophosphorés et comme anesthésique (Romeike, 1956),

elles sont aussi utilisées grace a leurs propriétés mydriatiques et anti cholinergiques

(Strauss, 1989).
8. Effet toxique de la plante

Chez I'homme, les alcaloides conduisent en cas d'intoxication a un syndrome
anticholinergique. Les principaux signes cliniques sont: mydriase, sécheresse cutanée et
muqueuse, vasodilatation, tachycardie, agitation, hallucinations, convulsions, coma et

dépression respiratoire (Goullé et al., 2004).
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Les doses toxiques d'atropine produisent une stimulation centrale avec agitation,
irritabilité, désorientation, hallucinations. Il dilate les vaisseaux cutanés, en particulier ceux

du visage donnant un aspect rouge caractéristique.

La scopolamine est fortement hallucinogéne (Schultes et Hofmann, 1993), c’est un

dépresseur du SNC (Brown et Taylor, 2006).

L’Hyoscyamine est une molécule qui peut agir comme un antagoniste des
récepteurs muscariniques, qui s’opposent par un blocage compétitif et réversible des
récepteurs périphériques et centraux a 1’action de 1’acétylcholine, par contre ont une faible
activité antagoniste sur les effets de I’acétylcholine sur les récepteurs nicotiniques (Goullé

et al., 2004).

Le traitement d’une intoxication a la jusquiame est symptomatique : hydratation,
sédation, prévention ou traitement des convulsions, mesures de réanimation dans les cas les

plus graves (Brown et Taylor, 1990).
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Chapitre I1. Métabolites secondaires

1. Généralités

Dans le régne végétal, la diversité des métabolites secondaires est estimée entre
200000 et un million (Fiehn, 2002; Dixon et Strack, 2003; Bino et al., 2004). Cette
diversité est probablement le résultat de mécanismes d'adaptation génétique des plantes a
leur environnement, y compris aux réponses aux stress abiotiques et biotiques. Ils sont
spécifiques d'une famille, voire d'une seule espeéce végétale (Bednarek et Schulze-Lefert,

2009).

Ces métabolites secondaire ne se rencontrent pas chez toutes les espaces montre
qu’ils n’entre pas dans le métabolisme générale (primaire), qui exerce des fonctions directe
au niveau des activités fondamentale de I’organisme végétale (croissance, développement,
reproduction...), mais peuvent jouer différent réle pour la survie du végétale lui-méme,

role de défense, role de résistance (Merghem, 2009).
2. Définition des métabolites secondaire

Les métabolites secondaires sont des molécules organiques synthétisées par diverses
voies par les végétaux a partir de métabolites primaires (acides aminés, hydrates de

carbone) (Makhloufi, 2013).

Les composés de métabolisme secondaire ne se trouvent pas dans toutes les plantes,
sont produits en tres faible quantité, dont plus de 200000 molécules ont été identifiées, et
ne sont pas produits directement lors de la photosynthése mais résultant des réactions
chimiques ultérieures (Aissous et Bechara, 2016). Elles sont classés selon leur
appartenance chimique en: composés phénoliques, alcaloides et terpeénoides (Cuendet,

1999; Vermerris, 2006).
3. Classification des métabolites secondaires
3.1. Composés phénoliques

Les composés phénoliques ou les polyphénols sont des métabolites secondaires
largement répandus dans le régne végétal étant trouvés dans tous les fruits et les l1égumes.
IIs sont présents dans toutes les parties des plantes, avec une répartition quantitative qui

varient entre les différents tissus. Plus de 8000 structures ont ¢été identifiées
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(Waksmundzka-Hajnos et Sherma, 2011), allant des simples molécules comme les acides

phénoliques a des substances hautement polymérisées comme les tanins (Mumper, 2010).

Les polyphénols sont des métabolites secondaires caractérisés par la présence d’un
cycle aromatique portant des groupements hydroxyles libres ou engagés avec un glucide

(Bruneton, 1999).

3.1.1. Structure des composés phénoliques

La structure des composés phénoliques va du simple noyau aromatique de faible
poids moléculaire jusqu’aux tanins complexes de treés haut poids moléculaire, et ils peuvent
étre classés par le nombre et I’arrangement des atomes de carbone, en fonction de la nature
de leur squelette carbone et en fonction de la longueur de la chaine aliphatique liée au

noyau benzénique (Cheynier et al., 1997).

La structure chimique des composés phénoliques est caractérisée par un ou
plusieurs noyaux aromatiques hydroxylés. Elle sont classés en différents groupes en
fonction du nombre de noyaux aromatiques qui les composent et des substitutions qui les

relient (Boros et al., 2010).
3.1.2. Classification des composés phénoliques

Les polyphénols naturels peuvent donc étre des molécules simples comme les
acides phénoliques, mais aussi des composés hautement polymérisés comme les tanins
(Bravo, 1998). Plusieurs milliers de composés phénoliques ont été caractérisés jusqu’a ce

jour dans le régne végétal (Tableau 2).
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Tableau 2. Principales classes des composés phénoliques (Bravo, 1998).

Squelette carboné Classe Structure de base
. AH
Cé Phénols simples ] 2
Acides hydroxy COOH
C6-C1 benzoiques
Ac.ides h}/droxy N COOH
C6-C3 cimnamiques
Coumarines
18]
—
C6-C4 Naphtoquinones Loee s, )
Stilbénes -
'g\ pm—
C6-C2-C6 W
o M
C6-C3-C6 Flavonoides O
(C6-C3)n Lignines
(C6-C3-C6)n Tanins condensés
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3.1.2.1. Acides phénoliques

Ce sont des composés organiques qui posseédent au moins une fonction
carboxylique et un hydroxyle phénolique (Bruneton, 2008). Les deux groupes essentiels
des acides phénoliques dérivent respectivement de l'acide benzoique C6-Cl(les acides
hydroxy-benzoiques) et de l'acide cinnamique C6-C3(les acides hydroxy-cinnamiques)

(Budic-Leto et Lovric, 2002 ; Wichtel et Anton, 2009).
» Acides hydroxy benzoiques

IIs sont dérivés de 1’acide benzoique et ont une formule de base de type C6-Cl. Ils
existent fréquemment sous forme d’esters ou de glucosides et peuvent également étre
intégrés dans des structures complexes (Sarni-Manchado et Cheynier, 2006). Dont les plus
répandus sont 1’acide salicylique et I’acide gallique (Nkhili, 2009).

» Acides hydroxy cinnamiques

IIs représentent une classe trés importante dont la structure de base est C6-C3,
Ils sont dérive de 1’acide cinnamique, ils peuvent exister sous forme estérifiée par I’acide
quinique (Sarni-Manchado et Cheynier, 2006). Dont les plus abondants sont 1’acide
caféique et I’acide férulique (Nkhili, 2009).

3.1.2.2. Flavonoides

Le nom flavonoide proviendrait du terme Latin flavus; (flavus=jaune) (MaleSev et
Kunti¢, 2007). Ils constituent des pigments jaune, sont des substances généralement

colorées trés répandues chez les végétaux : on les trouve dissoutes dans les vacuoles a
I’état d’hétérosides ou comme constituant des plastes particuliers, les chromoplastes. Ce

constituent un groupe de plus de 6 000 composés naturels qui sont quasiment universels

chez les plantes vasculaires (Guignard, 2000).

Les flavonoides posseédent la un méme squelette de base a quinze atomes de
carbones, car ils possedent une origine biosynthétique commune, constitué de deux unités
aromatiques : deux cycles en C6 (A et B), reliés par une chaine en C3 (Marfak, 2003), cette

structure est nommeée 2- phényl-benzopyrone (Bourzeix et al.,1986; Perret, 2001).

Les flavonoides sont divisés en plusieurs catégories différentes, dont les plus
importantes sont : les flavonols, les flavones, les flavanols, les isoflavones, les flavanones,
et les anthocyanes (Bruneton, 2009) (tableau 3). Ces molécules se rencontrent a la fois sous

forme libre, mais sont trés souvent liés avec des sucres, on parle alors d’hétérosides

10
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constitués d’une partie phénolique aglycone ou gémine associée a un sucre. Ils sont

localisés dans divers organe : fleurs, fruits, feuilles, tiges et racine (Iwashina, 2000). Une

caractéristique des flavonoides est la couleur des fruits, des fleurs et des feuilles (EI

Gharras, 2009).

Tableau 3. Principales classes des flavonoides (Aruoma et al., 2003).

Classe

Structure chimique

Flavones

Flavanones

Flavonols

Isoflavones

Flavanols

Anthocyanidines

11
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> Flavonols

Les composants flavonique les plus abondants des aliments sont les flavonols. Le
composé le plus représentatif de cette famille c’est la quercétine. Ces derniéres, de par sa
structure chimique favorable au piégeage des radicaux libres, possédent un tres fort
pouvoir antioxydant (Liu et al., 2012).

> Flavanones

Les flavonoides se caractérisent par I'absence de double liaison entre C2 et C3
par la présence de centres asymétriques. Ils se dérivent des précédents en tournant au
centre du squelette, et donc d'un cycle hétérogene (Bruneton, 1999).

» Flavones
La structure de flavones sont tres proches des flavonols, la différence provenant

de I’absence de I’hydroxyle en C3. Il existe aussi plusieurs alternatives aux flavones, telles
que I’hydroxylation, la méthylations, les O- et C- alkylation et glycosylations. Les flavones
sont principalement sous forme des glucosides (Bohm et al., 1998).
» Isoflavones

Les isoflavones sont également dérivées des flavanones, mais en plus de 1'oxydation
centrale, il y a un commutateur pour le cycle latéral de C2 a C4 pour le cycle hétérogene
(Heller et al., 1998; Bruneton,1999) .
> Flavanols

Les flavanols se trouvent sous forme de monomeéres: 1'unité la plus simple est la
catéchine, ou un polymere appelé pro anthocyanidines. La catéchine se trouve dans de
nombreux fruits, tels que les pommes, le chocolat et le thé, qui sont les principales sources
de cette coopération (Castaneda-Ovando et al., 2009).

» Anthocyanes

Les anthocyanes sont des pigments naturels qui donnent les couleurs a de
nombreuses plantes. Ils sont responsables de la coloration (orange, rose, rouge, violet et
bleue) de certaines fruits (pomme, baies, raisin) et fleurs (tulipe, rose, orchidée)

(Castaneda-Ovando et al., 2009).

Le terme « anthocyanes » a une valeur générale désignant, soit les molécules
non glycosylées, soit les formes naturelles glycosylées (Macheix, 2005). Dans les
anthocyanes, il a une position qui est toujours glycosylée et est 3, en plus de la position

préférentielle 5 il est également glycosylée. La partie phénolique seule est désigné sous le

12
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nom d’anthocyanidine, alors que I’hétéroside (molécule phénolique + sucre associ¢) est

appelé anthocyanine (Bruneton, 1999; Macheix, 2005).
3.1.2.3. Tanins

Le terme de tannins qualifie toute substance d’origine minérale ou végétale ayant la
propriété de transformer la peau fraiche en un matériau imputrescible, le cuir (Bruneton,
1999). Cette propriété est liée a la création de liaisons entre les fibres de collagéne de la

peau et les molécules de tannins (Hagerman, 2002).

Ce sont des molécules hautement hydroxylées, lorsqu'elles sont combinées avec des
protéines, des glucides et des enzymes digestives qui peuvent former des complexes

insolubles.

On distingue : les tanins hydrolysables et condensés (Alkurd et al., 2008).

» Tanins hydrolysables : sont des poly- esters ou oligo- esters d’un sucre, généralement
le glucose, et de molécules d’acide-phénol (Mueller-Harvey et Mc- Allan, 1992 ; Jean-
Blain, 1998; Bruneton, 1999 ; Mueller-Harvey, 2006). IlIs sont subdivisés selon la
nature de 1’acide-phénol, en tannins galliques qui ont un acide gallique, ou en tannins
¢llagiques présentant un acide hexahydroxyphénique (Hagerman, 2002).

» Tanins condensés : appelés procyanidines ou proanthocyanidines, se sont des
composés proches de leurs structures des flavonoides, et ils sont également sans sucre
dans leurs molécules (Bruneton, 1999). Ce sont des polyméres de flavine constitués
d'unités de flavane-3sols liés ensemble par des liaisons carbone-carbone (Bruneton,
2009). Ils jouent un role dans la protection contre les prédateurs naturels (insectes et

herbivores) et contre les rayons ultras violet, la sécheresse et (Aufrere et al., 2012).
3.1.2.4. Coumarines

Le nom Coumarin vient de "coumarou", le nom générique de "féves tonka" qui est
le fruit de l'arbre de Guyane (Dipteryx odorata Willd, syn. Coumarouna odorata Aubl.,
Fabaceae) (Hostettmann, 1992).

Les coumarines ont un squelette en C6-C3, mais ils possédent un atome d'oxygene

hétérocycle dans le cadre de I'unité C3 (Vermerris et Nicholson, 2006).

13
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Les coumarines libres sont solubles dans les solvants organiques et les alcools tels
que les solvants chlorés ou 1’éther dans lesquels ils sont extractibles. Les plus ou moins

solubles dans I’eau sont les formes hétérosidiques (Belguidoum, 2012).
3.1.2.5. Lignines

Les principales fonctions de la lignine sont d'apporter de la rigidité, une
imperméabilité a l'eau et une grande résistance a la décomposition, car ce sont les
principaux constituants du bois avec la cellulose et I'hexylcellulose décomposition

(Martone et al., 2009).

Bien que la lignine soit une grande biomasse produite par les plantes chaque année,
et deuxieme apres la cellulose, elle est liée aux composés phénoliques en raison de sa

composition chimique et des voies de biosynthése directement liées au phénylpropanoide

(Edeas et al., 2007).
3.2. Alcaloides
3.2.1. Définition

Le terme alcaloide a ét¢ introduit au début du XIXeme siecle par Meisner (Eplotis et

al., 1973).

Les alcaloides sont principalement des matiéres organiques d'origine végétale,
azotées, basiques et dotées de faibles doses de propriétés physiologiques distinctes
(Belabbassi, 2012), qui ont des activités pharmacologiques importantes. Ils ont joué un role
important dans le développement de l'industrie pharmaceutique et dans la découverte de
drogues (morphine, quinine, cocaine, atropine ...) (Omulokoli et al., 1997; Bruneton,

2009).

3.2.2. Classification

Il existe trois catégories principales d'alcaloides selon qu'ils ont ou non un acide
aminé comme source directe et qu'ils contiennent ou non un atome d'azote dans un cycle

hétérozygote (Aniszewskim, 2007; Bruneton, 2008 ; Ghedjati, 2014):

14
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» Alcaloides vrais

11 est directement dérivé des acides aminés et possede au moins un cycle hétérogene
du caractere primaire, dont 1'azote est inclus dans le cycle hétérogene. Exemples: atropine,
hyoscyamine et scopolamine.
> Pseudo-alcaloides

Ils représentent souvent toutes les propriétés des vrais alcalis, mais ce ne sont pas
des dérivés d'acides aminés. Exemples: caféine, gentianine, tomatidine.
» Proto-alcaloides

Ce sont des amines simples et n'ont pas d'azote a l'intérieur du cycle, ont une
réaction basique et sont produites in vivo par des acides aminés. Exemples: stachydrine,

hordenine.
3.2.3. Alcaloides tropaniques

Les alcaloides tropaniques ce sont des acides de structure variables, aromatiques ou

aliphatiques, et des esters d’alcools tropaniques (Bruneton, 2009).

Toutes les parties de la plante sont potentiellement dangereuses car elles
contiennent des alcaloides tropaniques. Il faut cependant remarquer que la teneur en
alcaloides de la plante reste faible, les racines en contiennent 0,15 a 0,18%, les graines :

0,10%, les feuilles : environ 0,10%, et les tiges: 0,02% (Pudersell, 2006).

Les principaux alcaloides de cette plante sont constitués de la scopolamine jusqu’a
30 % seulement, tandis que L-hyoscyamine et d’atropine ; représentent ces deux molécules
67% du total des alcaloides végétaux seches (Goullé et al., 2004).

» Hyoscyamine

Il généralement isolé en 1833 dans la plante Hyoscyamus niger (jusquiame noire),
et est considérée comme 1’alcaloide tropanique le plus répondu. C’est 1’acide L-tropique et
I’ester de tropanol (Figure 2) (Grynkiewicz et Gadzikowska, 2008). Elle est 1’isomere
lévogyre de 1’atropine racémique. Mais deux fois plus active que 1’atropine (Grevoz et

Laubriet, 2007).
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Hyoscyamimnes

Figure 2. Structure chimique de I’hyoscyamine (Gaire et Subedi, 2013).

» Atropine

L’atropine c’est un mélange acémique de D et L- hyoscyamine, qui est un est de
I’acide tropique et 1’ester du tropanol (Figure 3) (Vakili et al., 2012). Elle est produite par
I’époxidation de 1’hyoscyamine catalysée sous I’action de 1I’enzyme hyoscyamine 6 B-

hydroxylase(H6H) (Palazon et al., 2008).

0
0

Figure 3. Structure chimique de I’atropine (Muniz, 2006).
» scopolamine
Elle a été isolée pour la premiere fois de Scopola carniolica en 1881 et identifiée
par la suite dans Hyoscyamus niger (Alexander et al., 2008). C’est des esters de 1’acide

tropique avec des bases de tropines et scopolines (Figure 4) (Robinson, 1981).

= Ha
-
H
fa—
1
=

1

HO— CHo— c@
1
h

scopclarmin e

Figure 4. Structure chimique de la scopolamine (Alexander et al., 2008).
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3.2.4. Alcaloides retrouvés dans « Hyoscyamus albus L.»

Une grande variété d’alcaloides tropaniques existe dans toutes les parties de cette

plante qu’il démontré par des recherches récentes. On peut citer :

v' Les trois alcaloides retrouvés dans cette solanacée sont 1’Atropine, Scopolamine et

Hyoscyamine (Kone, 2009) (figure 5).

H'AC —N
— ‘ "'»ﬁly
i O _-OH
= :
hyoscyamine (S) O m, N
atropine R,S) 5 [ a
Scopolamine
(a) (b)

Figure 5. Structures chimiques des principaux alcaloides tropaniques: atropine et

hyoscyamine (a), scopolamine (b) de la jusquiame blanche (Mateus et al., 2000).

v' Une autre classe d’alcaloides tropaniques; les calystegines sont extraits pour la
premiére fois de la plante Calystegia sepium, puis par la suite a partir des solanaceaes.

Ils sont aussi dotés de plusieurs activités thérapeutiques (Stegelmeier et al., 2008).
3.3. Terpénoides

Appelés aussi terpenes, ils constituent une vaste groupe de métabolites secondaires,
ce sont des hydrocarbures naturels, de structure cyclique ou de chaine ouverte (Merzougui

et Tadj, 2015).

L’isopréne en cinq carbones c’est 1’unit¢ de base des terpeénes (Figure 6). On
trouve, selon le nombre de cette unité, les monoterpenes Cio (2 unités), les sesquiterpénes
Cis (Bunités), les diterpénes C,o (4 unités), les sesterpenes C,s (5 unités), les triterpeénes et
stéroides Csq (6 unités), les tetraterpenes Cao (8unités) et les polyterpenes (Cio) n avec n>8

(Richter, 1993).
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CH

3

H CQ\V’CHE

2

Figure 6. Structure chimique de 1’isopréne (Morot-Gaudry, 2016).

Les terpénes possédent d'importantes propriétés thérapeutiques, notamment en
cancérologie, dans le traitement de l'inflammation ou encore des infections bactériennes

(Christianson, 2008).
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Chapitre III. Stress oxydatif, Radicaux libres et antioxydants

1. Stress oxydant

Les especes réactives oxygénées (ERO) et les espéces réactives azotées (ERN)
jouent un double role dans les systémes biologiques, puisqu’ils peuvent €tre a la fois nocifs
mais aussi bénéfiques, voire indispensables pour les organismes vivants (Valko et al.,

2004) :

v' Bénéfiques, lorsqu’ils sont impliqués dans des rdles physiologiques au niveau des
réponses cellulaires telles que la lutte contre des agents infectieux et leur fonction dans
les systémes de signalisation cellulaire,

v" Nocifs, lorsqu’il y a un déséquilibre entre la balance des ERO et ERN et les systémes
de défense antioxydants, Ce phénomeéne est associ¢ a une libération massive de
radicaux libres (Favier, 2003) avec comme conséquence 1’apparition de dégats souvent
irréversibles pour la cellule (ADN, protéines, lipides) en lien avec ’apparition de
nombreuses maladies graves (cancer, artériosclérose, arthrite, maladies neuro-

dégénératives): c’est le stress oxydatif (Evans et Halliwell, 1999; Arous, 2014)

Ce stress peut avoir diverses origines : mauvaise alimentation, phénoménes
inflammatoires chroniques ou aigus et habitudes de vie inadéquates (tabagisme,

Consommation excessive d’alcool,...etc.) (Pincemail et Defraigne, 1999).
2. Radicaux libres
2.1. Définition

Un radical libre (RL) est une espéce chimique, contenant un ou plusieurs électrons
non appariés sur leur couche externe. En effet, ce RL aura toujours tendance a remplir son
orbitale pour devenir plus stable : soit par I’obtenant un ¢€lectron (espéce oxydante), ou par
la perte d'un ¢€lectron (espece réductrice); de plus, il peut lui-méme s’auto-oxyder par une

réaction appelée dismutation (Pierrefiche et Laborit, 1995; Goudable et Favier, 1997).
2.2. Principaux radicaux libres rencontres en biologie

En biologie, les principaux radicaux libres rencontrés sont les especes réactives

oxygénées (ERO) et les espéces réactives azotées (ERN).
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2.2.1. Espéces réactives de I’oxygeéne

La réactivité d’un radical libre varie d’un radical a un autre et dépend de
I’environnement ou ils se trouvent. Leurs constantes de vitesse réactionnelle sont tres
¢levées. On distingue alors deux grands groupes de molécules réactives impliquées
dans le stress oxydant: les especes radicalaires et les especes non-radicalaires (Delattre et

al., 2005).

> Especes oxygénées réactives radicalaires
¢ Anion radical superoxyde (02e-) est le résultat de 1’apport d’un électron

Supplémentaire a la structure initiale de 1’oxygéne. Malgré une réactivité
moyenne, ce radical a quelques cibles privilégiées telles que le cytochrome
(Fe3+), I’ascorbate et surtout le superoxyde dismutase.

< Radical perhydroxyle (HO2¢) plus réactif que le précédent, est obtenu apres
protonation de ce dernier a pH inférieur a 4,8 (pKa (HO2¢/ O2+-) = 4,8)

¢ Radical hydroxyle (HO¢) issu de la réduction mono-électronique du peroxyde
d’hydrogeéne H202 et a 1’anion basique non radicalaire OH- en présence d’un
catalyseur (réaction de Fenton: H,0, + Fe’" — HOe + Fe’” + OH-). Cette
espéce chimique particulicrement réactive joue un réle majeur dans la
peroxydation lipidique et la destruction du matériel génétique

¢ Radical peroxyle (RO2¢) est un radical secondaire issu de ’addition de
I’oxygene sur les radicaux centrés sur le radical Re. Sa réactivité se situe entre
I’anion radical superoxyde et le radical hydroxyle.

¢ Radical secondaire alkoxyle (RO¢) est produit suite a la décomposition de
I’hydroperoxyde RO,H, issu de 1’oxydation de substrat RH, par des cations
métalliques (Hennebelle, 2006).

> Espéces oxygénées non radicalaires

L’oxygeéne singulet ('O2), qui est la forme diamagnétique de 1’oxygéne, est produit
en présence de rayonnement UV. Bien qu’il ne soit pas un radical, il joue un réle dans le
vieillissement cutané et certaines maladies liées a 1’age (Choe et Min, 2005; Hennebelle,

2006).
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2.2.2. Espéces réactives azotées

Les especes réactives azotées (ERN) sont produites abondamment au cours des

processus inflammatoires (Rao et al., 2011).

» Monoxyde d’azote (NOe)

Le monoxyde d’azote (NOe¢) est un RL qui est surtout réputé pour ses propriétés
physiologiques. Or, le NOe interagit avec 1’anion superoxyde pour donner le peroxynitrite,
composé extrémement réactif et toxique. Le NO- et le peroxynitrite interagissent avec des
protéines et peuvent altérer leurs propriétés (Barouki, 2006).

» Peroxynitrite (ONOO-)

Une proportion de peroxynitrite peut exister sous la forme acide (HOONO).mais
existe physiologiquement a 1’état d’anion (ONOO-), Le ONOO" est une espéce oxydante
importante, car sa réactivité est assez proche de celle du radical hydroxyle (OHe), le plus
réactif des ERO, donc tres toxique. Il n’existe aucun systétme enzymatique spécifique

capable de le dégrader (Vamecq et al., 2004).
2.3. Principales sources des ERO et des ERN
2.3.1. Sources endogénes

La plus part des RL sont produits par divers mécanismes physiologiques, parmi les

processus endogeénes qui peuvent conduire a leurs formation, on peut citer :

» Chaine respiratoire

La respiration mitochondriale conduit essentiellement a la réduction de 1’oxygene
en eau par transfert de quatre électrons par le cytochrome oxydase du complexe IV.
Seulement 2 a 3 % de I"oxygeéne consommé par la mitochondrie sont convertis en anion
superoxyde (O2¢") au niveau de plusieurs sites potentiels (Bonnefont et al., 2002).

> Phagocytose

L'inflammation est par ailleurs, une source importante de radicaux oxygénés
produits directement par les cellules phagocytaires activées lors de la réaction
inflammatoire, sont le si¢ége d'un phénoméne appelé explosion oxydative, consistant en

l'activation du complexe de la NADPH oxydase, enzyme capable d'utiliser 1'oxygene
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moléculaire pour produire de grandes quantités d'anion superoxyde au niveau de la
membrane cellulaire (Favier, 2003).

» Enzymes

Un autre systéme enzymatique capable de générer (O%-) par transfert d’un électron
sur I’oxygene est la xanthine oxydase. L’ischémie et I’hypoxie favorisent la conversion de
la xanthine déshydrogénase en xanthine oxydase et I’accumulation de son substrat,
I’hypoxanthine. Cette enzyme apparait donc comme une source potentielle importante

d’ERO (Bonnefont et al., 2002).
2.3.2. Sources exogeénes

L’organisme humain est soumis a 1’agression par différents agents extérieurs

capables de donner naissance a des ERO et des ERN.

Ces agressions peuvent €tre : des radiations (rayon X et lumi¢re UV), polluants de
I’air (N, NO2), solvants organiques, anesthésiques, pesticides, drogues, exercice physique

intense, carences nutritionnelles (Tessier et Marconnet, 1995; Rao et al., 2011) (Figure 7).

— Lumsére UV oxydases
'
Oy - - O, - E
Oxygénme singulet o Oxygéme / reroxyde d'hydrogémes
- S poron ok
-
Arginina o~ Cyches redox dismtases T B T T RO
—— NADPFH ox / \
eunitons beorend Fe™" I
1 ” =
NO - o, HoOC)
Fols
Monoxyde d'azote Amion superoxvde
-
[()N(N) ] - [()“"
perox veiirite Radicel hvdroxyle
/‘/' 3
/ /’ \
Nitration des Activation Oxvdation Peroxydation Oxyvdation de
protéines des cascades des protéines lipidigue FADN
de kinases

Figure 7. Origine des différents radicaux libres oxygénés et especes réactives de

L’oxygene impliqué en biologie (Favier, 2003).
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3. Activité antioxydante

Les plantes a polyphénols sont reconnues pour leur activité antioxydante (Allane et
Benamara, 2010). Un antioxydant est une substance qui inhibe ou retarde significativement
I’oxydation d’un substrat par chélation de radicaux libres qui sont a I'origine de diverses

maladies (Berger et Que, 2009).

Les défenses antioxydants de l’organisme humain peuvent étre exogénes ou
endogénes, ils réagissent en synergie afin de protéger les cellules vis-a-vis aux radicaux

libres.
3.1. Antioxydants endogénes

La production physiologique des espéces réactives de 1’oxygeéne est controlée au

sein des cellules par les systémes de défense enzymatiques et non enzymatiques.
3.1.1. Antioxydant enzymatique

L’organisme synthétisant des enzymes (endogenes) pour défend contre les radicaux
qui les neutralisent. Les principales enzymes antioxydante sont la superoxyde dismutase,

la glutathion peroxydase et la catalase (Vincent et al., 2004 ).

» Superoxyde dismutase (SOD)

Ce sont des métallo- enzymes a manganése ou a cuivre et zinc présentes dans la
mitochondrie. L’enzyme catalyse la dismutation de I’anion superoxyde en peroxyde
d’hydrogene qui pourra étre pris en charge par des enzymes a activité peroxydase (Baudin,
2006).

» Glutathion peroxydase (GPx)

Le mécanisme 1’¢limination du H,O; se fait par la GPx. La GPx est ’enzyme clef
du systéme antioxydant et nécessite la présence de glutathion réduit (GSH) comme
donneur d’¢lectron. Le glutathion dissulfite (GSSG) ainsi produit est a nouveau réduit par
la glutathion réductase (GR) qui utilise le NADPH comme donneur d’¢lectron (Agarwal et

Prabakaran, 2005) (Figure 8).
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H,0,

GP, @ GSH @ @ NADP'
GR
H,0

GSSG NADPH

Figure 8. Elimination du H,O; par les réactions enzymatiques combinées de la GPx et
de la GR (Servais, 2004).
» Catalase (CAT)

La catalase est une enzyme intracellulaire qui catalyse la réaction de
détoxification du H,O, (généralement produit par les SOD) (Newsholme et al., 2007)

(Figure 9). La réaction de détoxification se déroule comme suit :

2 H,0, » 2H,0+02

Superoxvde dismtase
20,7+ 2ZH = H:O;+0;

Catalase

Glutathuion peroxvdase
H2O +2GSH > H-O: +2GSH

L

Figure 9. Réactions enzymatiques de piégeage des especes réactives de I’oxygene

(Halliwel, 2006).
3.1.2. Antioxydant non enzymatique

Contrairement aux enzymes antioxydants, les molécules non enzymatiques telles
que les vitamines antioxydante (vitamine C et vitamine E), les caroténoides et les
composés phénoliques. Ces composés ne sont pas synthétisés par 1’organisme et doivent

étre apportés par I’alimentation (exogéne) (Gardes- Albert et al., 2003).
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> Vitamine E

La vitamine E (a -tocophérol) est le principal antioxydant. Elle neutralise les
radicaux libres ensuite stoppe la chaine de réactions de peroxydation des lipides.
Cette vitamine devient a son tour un radical moins réactif, qui pourra étre régénéré par
I’acide ascorbique (Bationo et al., 2015).

» Vitamine C

La vitamine C ou ascorbate agit principalement en piégeant directement les
ERO (majoritairement 'Oy " et ’OH’) ou bien en régénérant 1’a- tocophérol (Bationo et
al .,2015) .

> Caroténoides

Les caroténoides sont des micronutriments qui participent aux défenses de
I’organisme contre les espéces oxygénées. Ce sont des piégeurs de 1I’oxygene singulet (O7)
(Colin, 2008).

» Composés phénoliques

L’efficacité¢ antioxydante des polyphénols est due a la facilité avec laquelle un
atome d’hydrogene d’un groupe hydroxyle aromatique est cédé a un radical libre

(Duthie et al ., 2003).

Les antioxydants sont interdépendants. En donnant wun ¢électron, ils
deviennent eux -mémes des radicaux libres qui doivent se rééquilibrer, autrement dit étre

réduits (Figure 10).

@—oanrﬁ ——) Qé + RH

Réduction dun radical libre

oo — GO

Stabilisation par conjugaison

Figure 10. Propriété réductrice des polyphénols (Rolland, 2004 ; Rowland et al., 2017).
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3.2. Antioxydants exogenes

L’alimentation et les plantes sont également d’importantes sources d’antioxydants,
non indispensables a la vie. L’organisme peut tirer profit de nombreux antioxydants
exogenes naturels présents dans son alimentation(les vitamines E et C), les caroténoides,
les alcaloides ainsi que des traces des métaux (sélénium, manganese, et zinc). Ces
substances jouent un role majeur dans la lutte contre le stress oxydant. Contrairement aux
antioxydants enzymatiques, ces substances ne permettent 1’élimination que d’un seul
radical libre a la fois. Pour pouvoir fonctionner a nouveau, ces antioxydants doivent étre

donc régénérés par d’autres systémes (Kalam et al., 2012).
4. Pathologies dues au stress oxydant

Le stress oxydant est 'un des facteurs potentialisant de l'apparition de maladies
plurifactorielles telles que le diabéte, les rhumatismes, les maladies cardiovasculaires, le
syndrome de détresse respiratoire aigu, cedéme pulmonaire et le vieillissement accéléré

(Montagnier et al., 1998). Les plus fréquentes sont citées dans le tableau 4.

Tableau 4. Maladies causées par le stress oxydatif.

Maladies Explication Références

Le r6le du stress oxydant dans les

Maladies mecaglsmes de mort cellu1a'1r6 au cours des Christen. 2000
maladies neuro-dégénératives est évoqué |  (Christen, )
Neuro- depuis plusieurs années. Parmi ces affections,

dégénératives | la maladie d’Alzheimer, la sclérose latérale
myotrophique et la maladie de Parkinson sont
les plus fréquentes.

Il a été démontré que ni O2°, ni H,O; ne
pouvaient réagir avec le désoxyribose ou les
Cancer bases de ’ADN, ce qui suggére que le | (Sekli-belaidi, 2011)
radical OH' serait le principal responsable
des dégradations observées.

Le stress oxydant a aussi été évoqué dans la

survenue de la cataracte qui est la premicre
Cataracte (Sekli-belaidi, 2011)
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cause de cécité.

Allergie

Dans le cas de l’asthme et de rhinite
allergique, les ¢éosinophiles reléguent des
médiateurs de I’inflammation notamment le
radical O2°. Ainsi, dans toutes les
pathologies, les ERO interviennent sur le
site de I’inflammation.

(Lupu et al., 2010)

(Cooper et  hall,

1993)

Athérosclérose

Il est actuellement admis que ’athérosclérose
est liée a la peroxydation des LDL qui conduit
a la genese de la plaque athéromateuse.

(Nezamzadeh et al.,

2007)
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Chapitre 1. Matériel et méthodes

Le travail expérimental, ayant pour objet 1’évaluation in vitro de 1’activité
antioxydante, des alcaloides et des flavonoides de la plante médicinale Hyoscyamus albus

L. de la région de Khenchela.

La partie expérimentale a été réalisée au niveau du laboratoire de biologie a

I’université¢ Abbes Laghrour - Khenchela-.
1. Matériel

1.1. Matériel végétal

Notre étude a été réalisée sur la partie aérienne de la plante médicinale Hyoscyamus
albus (HA) (Figure 11) récoltée en période de floraison dans la région d’El Oualdja, la
wilaya de Khenchela (Est de la capitale Algérienne) (Figure 12) en mois de Juin 2019 et
identifiée par Dr. Zeraib Azzedine enseignant chercheur au département des sciences
agronomiques a I’université Abbes Laghrour Khenchela, en se référant a la flore algérienne

de Quezel et Santa, (1963).

Figure 11. Photographie de la partie aérienne de Hyoscyamus albus (Juin 2019).
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Figure 12. Lieu de récolte de la plante Hyoscyamus albus a la wilaya de Khenchela
(En orange : Elwaldja).
1.2. Réactifs chimiques et instrumentations

Plusieurs réactifs chimiques et solvants ont été utilisés dans nos expériences, parmi
ces produits: H,SO4, FeCls, HCI, NaOH, NH4,OH, K1, I, AICl;, KsFeCNg, TCA, phosphate
de sodium, phosphomolybdéte d’ammonium, acétate de sodium, quercétine, éthanol, n-

butanol, chloroforme; DPPH, acide ascorbique, proviennent tous de Sigma-Aldrich.

Parmi 1’appareillage utilisé: Spectrophotometre (spectrum SP-UV 2005), Chambre
d’observation UV «264/365 nm» (VILBER LOURMAT), Bain Marie (niive bath,
MEMMERT), Etuve universelle de 5 a 220°C avec ventilation (MEMMERT), Agitateur
magnétique (SCILOGEX), Vortex (VELP), Balance analytique (OHAUS),Balance (KERN
PCB), Réfrigérateurs (Liebherr), Plaque chauffante (LabTech), pH meétre (Hanna

instruments), rotavapeur ,broyeur.
2. Méthodes

Les différentes étapes réalisées dans cette étude sont : étude qualitative par un
screening phytochimique, étude quantitative par le dosage des flavonoides, des flavonols et
des alcaloides, ensuite I’évaluation in vitro de 1’activité antioxydante de HA par trois tests

(DPPH, pouvoir réducteur et phosphomolybdéte).
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2.1. Préparation de la poudre végétale

La partie aérienne (tiges, fleurs et feuilles) de la plante récoltée en période de
floraison le mois de Juin 2019 a été bien nettoy¢ et séchée a I’abri de I’humidité et de la
lumiéere du soleil a température ambiante. Enfin, la plante séche a été broyée pour obtenir
une poudre fine. Puis passée au tamis afin d’avoir une poudre homogéne qui a été stockée

a I’abri de la lumiére et de I’humidité.
2.2. Préparation de I’extrait brut hydroéthanolique

Une quantité de 10 g de plante séche et finement broyée est macérée dans 100 ml
¢éthanol-eau dans une proportion de 70% d’éthanol, pendant 72 h avec renouvellement du
solvant chaque 24 h. Une agitation manuelle de temps a temps a été effectuée. Le macérat
hydro-éthanolique ainsi obtenu est filtré sur un papier filtre, puis évaporé a sec sous vide a
I’aide d’un rotavapeur a 45°C. Le résidu sec est pesé puis repris dans 1’éthanol (Franke et

al., 2004).

Le protocole d'extraction est résumé dans le schéma ci-dessous (Figure 13).
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D

10 g de la poudre
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I’éthanol Pendant

v
Filtration
Marc Filtrat
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dans 100 ml de
I’éthanol A 4
! pendant 24 h Conservation a -20°C
Filtration

y

Résidu
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Filtrat
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100 ml de Conservation a -20°C
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v
Filtration
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Résidu a jeter

Figure 13. Préparation de ’extrait brut de I’ Hyoscyamus albus L. (Franke et al .,

2004).
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Taux d’extraction

Le taux d’extraction est calculé selon la formule suivante (Franke et al., 2004) :

Taux d’extraction (%) = (P1/ Py). 100

Py : poids de la poudre avant extraction.
P, : poids de I’extrait sec apres extraction.
2.3. Etude qualitative

Il s’agit d’une étude qualitative visant la recherche de quelques groupes chimiques
(flavonoides, alcaloides, terpanoides ...) en se basant sur des réactions de coloration qui est
provoquée par 1’utilisation d'un réactif approprié et due généralement a la formation d'une

conjugaison ou d'une instauration dans une molécule (Daoudi et al., 2015).
» Mise en évidence des flavonoides
Trois méthodes ont été utilisées pour rechercher les flavonoides :

-Test 1 : 5 ml d’ammoniac diluée a été ajoutée a un volume d’extrait éthanolique de la plante HA.
L’acide sulfurique concentré H,SO, (Iml) a €té ajouté. Une coloration jaune qui disparu avec le

temps indique la présence des flavonoides (Mibei et al., 2012).

-Test 2 : 5 ml d’extrait éthanolique ont été traités avec quelques gouttes d’AlCl; (1%). La
présence des flavonoides est confirmée par I’apparition d’une couleur jaune qui est

proportionnelle a la quantité de flavonoides présente dans 1’extrait (Ayoola et al., 2008).

-Test 3 : un volume d’extrait éthanolique a été chauffé¢ avec 10 ml d’acétate d’éthyle sur
un bain marié¢ pendant 3 min puis filtré. 4 ml de filtrat a été traité par 1 ml d’ammoniac

dilué. Une coloration jaune indique la présence des flavonoides (Ayoola et al., 2008).
» Mise en évidence des terpénoides

A 5 ml d’extrait éthanolique; 2 ml de chloroforme ont été ajouté, aprés 3 ml de
I’acide sulfurique concentré (H,SO4) soigneusement rajoutés. La coloration brune

rougeatre a l'interface indique la présence des terpénoides (Ayoola et al., 2008).
» Mise en évidence des alcaloides

A une quantité de 0,5 g du matériel végétal sec broyé, on ajoute 15 ml d’éthanol
(70%) et laissé en agitation magnétique pendant toute la nuit, décanté et filtré. L'extrait
est évaporé sous vide dans le rota-vapeur. Le résidu récupéré dans 5 ml de HCI (50%)
est ensuite transvasé dans deux tubes a essai; l'un est utilisé comme témoin et a l'autre
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on ajoute le réactif de Mayer. L'apparition de précipité blanc traduit la présence des

alcaloides (Bouzid, 2009; Alilou et al., 2014).
> Mise en évidence des coumarines

1 g de poudre végétale est placé dans un tube, en présence de quelques gouttes
d’eau. Les tubes sont recouverts avec du papier imbibé NaOH dilué et sont portés a

¢bullition. Toute fluorescence jaune témoigne de la présence de coumarines aprés examen

sous UV (Alilou, 2014).

» Mise en évidence des saponosides (test de moussage)

Introduire 0,5 g de du matériel végétal sec (poudre) dans un tube a essai,
mélanger avec 10 ml d’eau distillée agiter pendant quelque minutes puis laisser reposer.
La formation d’une mousse persistante aprés 30 minutes confirme la présence des
saponosides (Yusuf et al., 2013).

> Mise en évidence des Tanins

1,5 g de matériel végétal sec (poudre) sont placés dans 10 ml de E(OH) 70 %.
Apres 15 minutes d’agitation, I’extraits est filtré et mis dans des tubes. L’ajout de FeCls 1
% permet de détecter la présence ou non de tanins. La couleur vire au bleu noir en présence

de tanins galliques et au brun verdatre en présence de tanins catéchiques (Dohou, 2003).
» Mise en évidence des stéroides

2 ml d’acétone 70% a été ajouté a 1 ml d’extrait, puis 6 gouttes d’acide acétique
anhydre a ¢été ajouté suivi par 2 gouttes d’acide sulfurique concentré H,SO4. Le
changement de couleur de violet vers marron ou marron foncé indique la présence des

stéroides. (Hettiarachchi, 2006; Cheikhyoussef, 2010).
2.4. Extraction des métabolites secondaires
2.4.1. Extraction des flavonoides totaux

Les flavonoides totaux ont été extraites selon la méthode ¢élaborée par Harborne et

al., (1975) légerement modifiée.

Une quantité de 25 g de plante séche et finement broyée est macérée dans 250 ml
éthanol-eau dans une proportion de (70% - 30%) en volume, pendant 72 h avec
renouvellement du solvant chaque 24 h. Les macérats hydroéthanoliques ainsi obtenus sont
filtrés sur papier filtre, puis évaporés a sec sous vide a 1’aide d’un rotavapeur a 45°C. Le

résidu sec obtenu est macéré par la suite dans de I’eau bouillante pendant 12 h. Apres la
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filtration, la phase aqueuse est subie 3-4 I’affrotements successives par la n-butanol pour
extraire le maximum de flavonoides. La phase butanolique totale est évaporée a sec sous
vide a I’aide d’un rotavapeur a 55°C. Le résidu sec obtenu représente les flavonoides

totaux (figure 14).

Figure 14. Préparation de 1’extrait flavonoidique.
2.4.2. Extraction des alcaloides totaux

Les alcaloides totaux ont été extraits selon la méthode élaborée par Balbaa et al.

(1981), légerement modifiée.

Une quantité de 10 g de plante séche et finement broyée est macérée dans 100 ml
¢thanol-eau avec une proportion de (70% - 30%) en volume, avec renouvellement du
solvant chaque 24 h jusqu’a I’extraction de la totalité des alcaloides (vérifier par le réactif
de Mayer) apres 3 jours. Les macérats hydroéthanoliques ainsi obtenus sont filtrés sur
papier filtre, puis évaporés a sec sous vide a I’aide d’un rotavapeur a 45°C. Le résidu sec
obtenu est traité par la suite par 5 ml d’HCI 0,1 N avec une agitation a chaque fois. La
solution obtenue est filtrée puis lavée 2 fois par 5 ml chloroforme et D’extrait
chloroformique ainsi obtenu est lavé 2 fois par 5 ml d’HCI 0,1 N puis réuni avec la
premicre solution chlorhydrique et la rendre basique par une solution d’hydroxyde de
sodium (NaOH) puis laisser 15 min pour libérer les alcaloides dans la solution. On extraite
les alcaloides de la solution 3 fois par I’ajout de 10 ml chloroforme a chaque fois. Apres
évaporation a sec sous vide a 1’aide d’un rotavapeur (45°), le résidu sec obtenu représente

les alcaloides totaux.

34



Partie pratique Chapitre 1. Matériel et méthodes

2.5. Etude quantitative
2.5.1. Dosage des flavonoides
» Principe

Le dosage des flavonoides totaux est basé sur un test colorimétrique utilisant le
trichlorure d’aluminium AICl; avec lequel ils forment des complexes acides stables
soit avec le carbonyle (C=0) en position C-4, soit avec le groupe hydroxyle en C-3 ou C-
5 des flavones et des flavonols. Par ailleurs, AICl; peut également former des complexes
acides labiles avec les groupements orthodihydroxyles éventuellement présents sur le

noyau A et/ou B des flavonoides (Bouchouka, 2016).

Les flavonoides d’extrait éthanolique de I’Hyoscyamus albus L. (EEHA) ont été
quantifiés par la méthode du trichlorure d’aluminium (Bahorun et al., 1996) ; 1 ml de I’
EEHA (préparé dans 1’éthanol pour avoir une concentration convenable) a été ajouté a 1
ml de la solution d’AlCl; (2 %, dans I’éthanol). Aprés 1h d’incubation, 1’absorbance a été
lue a 420 nm. La concentration des flavonoides dans I’EEHA a été calculée a partir d’une
courbe d’étalonnage établie avec la quercétine a différentes concentrations pratiquée dans
les mémes conditions opératoires que ’EEHA servira a la quantification des flavonoides.
La teneur en flavonoides a été¢ exprimée en milligrammes équivalents de quercétine par

grammes d’extrait (mg EQ / g E) (Annexel).
2.5.2. Dosage des flavonols

Le contenu des flavonols a été déterminé par la méthode décrite par (Kumaran et

al., 2007).

Une quantité de 0.25 ml d'extrait éthanolique a ét¢ mélangée a 0.25 ml d'AICI; (2
mg/ml) et a 1.5ml d'acétate de sodium (50 mg/ ml). L'absorbance a 440 nm a été
enregistrée apreés 2.5 h. La teneur en flavonols a été exprimée en milligramme (mg)
équivalent de quercétine par gramme du poids d’extrait (mg EQ / g E). Les expériences ont

été répétées trois fois (Annexe 2).
2.5.3. Dosage des alcaloides totaux

L’estimation des alcaloides d’extrait alcaloidique par dosage par volume, mettre les
alcaloides totaux dans un volume de HCI 0.2N et ajouter le NaOH 0.2N en présence de
rouge de méthyle comme témoin jusqu'a le changement de la couleur (Bruneton, 1999)

(figure 15).
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Figure 15. Dosage des alcaloides totaux.

On calcul le pourcentage de chaque échantillon (I’échantillon considérée comme

hyoscyamine) selon la loi des médicaments égyptien(1971):

Volume d’acide (0.2N)—volume de base (0.2N)
Poids d’échantillon (g)

x 0.00587%

% des alcaloides =

3. Evaluation de P’activité antioxydante
3.1. Activité « scavenging » du radical DPPH
» Principe de I’essai

La capacité de I’extrait a piéger les radicaux libres a été déterminée par une méthode
colorimétrique, simple et rapide; la méthode de Koleva (Koleva et al., 2002) qui utilise le
radical libre 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPHe) qui, a 1’état stable, possede une
coloration violette foncée qui absorbe a 517 nm. La réduction des radicaux DPPH" par un

agent antioxydant entraine une décoloration de la solution en jaune pale (Figure 16).
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Substance donnant
un atome d’hydrogéne

Lo

Forme radicalaire (DPPH")

Figure 16. Réduction du DPPH’ par un antioxydant (Molyneux, 2004).
> Réalisation de I’essai

Le DPPH° 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl (Ci;gH;2NsOg) a été solubilisé dans
1’éthanol absolu pour avoir une solution de 100uM. A partir d’une solution mere de chaque
extrait de C;= 10 mg/ml, les dilutions suivantes ont été préparées : C2: 5 mg/ml, C3: 3

mg/ml, C4:2 mg/ml, C5: Img/ml, C6: 0,5mg/ml.

A chaque volume de 1,5 ml de la solution éthanolique du DPPH’, un volume de 15
ul de chaque concentration préparée est ajouté. Apres agitation et incubation a la
température ambiante pendant 15 min, les densités optiques des mélanges réactionnels ont
¢té mesurées par le spectrophotométre a 517 nm contre un blanc préparé dans les mémes

conditions par I’éthanol.
Expression des résultats

Les résultats ont été exprimés en pourcentage d’inhibition (PI %) et par la valeur

d’IC50 ;
> Le PI % du DPPH’ a été calculé selon la formule suivante :
PI %du DPPH'= [(Ag— Ag) / Ag] x100

» L’IC50 (concentration inhibitrice de 50 %) appelée aussi EC50 (Efficient concentration
50), concentration de 1’extrait qui permet la réduction de 50 % de DPPH. L’IC50 a été
calculé graphiquement par le pourcentage d’inhibition en fonction des différentes
concentrations des extraits testés (Molyneux, 2004). Une courbe de régression linéaire
(y=a x+ b) a été établie afin de calculer ’'IC50 qui permettra la caractérisation du
pouvoir antioxydant des extraits. Une faible valeur de I’IC50 indique une forte activité

antioxydante (Saffidine, 2015).
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3.2. Réduction de fer
» Principe de ’essai

Les extraits qui possedent un potentiel réducteur réagissent avec le Ferricyanure de
potassium (Fe’") pour former le Ferrocyanure de potassium (Fe*"), qui réagit a son tour
avec le chlorure ferrique (FeCl;) pour donner un complexe ferrique ferreux mesurable a
700nm. L’augmentation de 1’absorbance dans le milieu réactionnel indique I’augmentation

de la réduction de fer (Jayanthi et Lalittha, 2010).
» Réalisation de ’essai

Le pouvoir réducteur est estimé par la méthode d’Oyaizu (1986). Les différentes
concentrations des extraits (1 ml) sont mélangées avec 2.5 ml de la solution tampon
phosphate (0.2 M, pH 6.6) et 2.5 ml de ferricyanure de potassium [K3Fe(CN)g] (1%).
Apres incubation, a 50°C pendant 20 min, 2.5 ml de 1’acide trichloracétique (10%) (TCA)

est additionné. Le tout est centrifugé a 3000 tours pendant 10 min.

A la fin, 2.5 ml du surnageant de chaque concentration est mélangé avec 2.5 ml de

I’eau distillée et 0.5 ml de FeCl; (0.1%). L absorbance est mesurée a 700 nm.

Le pouvoir réducteur des extraits de la plante étudiée est comparé a celui de 1’acide

ascorbique.
» Expression des résultats

Le pouvoir réducteur de chaque extrait est calculé a partir dune courbe
d'é¢talonnage linéaire (y = a x+b) établie avec des concentrations précises d'acide

ascorbique comme standard de référence (Annexe 3).

Les résultats sont exprimés en mg d'équivalent d’acide ascorbique (mg EAA)/g

E) (Djabali et Djellouli, 2017).
3.3. Test de phosphomolybdate
» Principe de ’essai

La méthode utilisant le phosphomolybdate d’ammonium est un test antioxydant
important bas¢ sur la réduction de molybdéne Mo (VI) présent sous la forme d'ions
molybdate MoO42' a molybdéne Mo (V) Mo0O," en présence de l'extrait ou d’un agent

antioxydant. Cette réduction se matérialise par la formation d’un complexe verdatre
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(phosphate/ Mo (V) a un pH acide, avec une absorption maximale a 695nm (Prieto et al.,

1999 ; Zengin et al., 2015).
» Réalisation de I’essai

L’activité évaluée par la méthode de Prieto et al,, (1999), Un volume de 0.3 ml de
chaque extrait est mélangé avec 3 ml de solution du réactif (0.6 M acide sulfurique, 28 mM
phosphate de sodium et 4 mM molybdate d’ammonium). Les tubes sont vissés et incubés a
95°C pendant 90 min. Apres refroidissement, 1’absorbance des solutions est mesurée a 695
nm contre le blanc qui contient 3 ml de la solution du réactif et 0.3 ml de 1’éthanol et il est
incubé dans les mémes conditions que I’échantillon. Les expériences sont répétées en 3

fois.
» Expression des résultats

Les résultats obtenus sont exprimés en milligramme équivalent d’acide ascorbique
par gramme d’extrait (mg EAA /g E) en utilisant 1’équation de la régression linéaire de la

courbe d’étalonnage de I’acide ascorbique (Annexe 4).
4. Analyse statistique

Toutes les expériences ont été faites en triple. Les résultats ont été exprimés en

moyenne + (déviation standard (n=3)).
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Chapitre I1. Résultats et discussions

1. Rendement d’extraction

Le taux d’extraction a partir la partie aérienne de la plante Hyoscyamus albus L. est

de ’ordre de 26.8 %.

Dans le cas de notre plante, le taux d’extraction est supérieur a ceux obtenus
par Djafri et Sadji (2013) (feuille, méthanol 80 %), Bouaouina et Agsous (2015) (partie
aérienne, €thanol 96 %), Mouhoubi (2015) (feuille, éthanol 70%), Moussaoui et Talit
(2016) (feuille, éthanol 96 %), Zerkak et Zetout (2016) (partie aérienne, éthanol 96 %),
qui sont révélés des teneurs égal a 15,14 %, 5.26 %, 15.90 %, 8.56 % et 12.97 %
respectivement. Cependant, Agouni (2014) a montré une valeur de I’ordre de 28.06 % qui

est supérieur a notre résultat.

Commencer I’extraction par 1’éthanol est intéressant car ce dernier représente un
solvant permettant la dissolution de la majorit¢ des composés phénoliques (Telli et al.,

2010).

La différence de taux d’extraction dépend de la méthode, la nature de la
composition chimique, la nature du solvant, la durée et les conditions de stockage, I’age de
la plante, la période de récolte et autres... (Naczk et Shahid, 2004 ; Bansal et al., 2013 ;
Oussalah et Saiche, 2014).

Ces meilleur taux d’extraction qui ont été trouvé avec 1’éthanol 70% peut
s’expliquer par I’augmenter de la perméabilité¢ des parois sous 1’effet des solvants qui

facilitent ’extraction d’un plus grand nombre de molécules polaires (Seidel, 2005).
2. Résultats de I’étude qualitative

Dans le but de rechercher la présence de certains types de métabolites secondaires
dans la plante médicinale Hyoscyamus albus L., nous avons effectuée un screening
phytochimique par la mise en évidence d’un ensemble des réactions de caractérisation de

différents groupes.

Les résultats de I'examen phytochimique de ces métabolites sont représentés dans la

figure 17 et le tableau 5.
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(A)

(B) ©)
Figure 17. Résultats des tests phytochimiques sur I’extrait de 1’Hyoscyamus albus L. : A ;

1- Stéroide. 2- Alcaloide. 3- Extrait éthanolique. 4- Flavonoide T1. 5-Terpenoides 6-
Saponine. 7- Flavonoide T2. 8- Quinone.

B. Tanins. C. Coumarine.

Tableau 5. Résultats des tests phytochimiques sur 1’extrait éthanolique de Hyoscyamus

albus L..
Classes recherchées Résultat trouvé
Flavonoides ++
Alcaloides +++
Terpenoides +++
Stéroide ++
Coumarines *
Quinone Al
Saponine *
Tanins *
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Les résultats sont interprétés comme suit : (-) : test négatif; (+) : test faiblement

positif'; (++) : test positif ; (+++) : test fortement positif.

Les tests phytochimiques réalisés permet d’avoir une idée générale sur la
composition chimique de notre plante, qui est plus ou moins riche en métabolites

secondaires (Il est important de noter que touts les tests réalisé sont positif).

Les résultats de screening phytochimiques effectués sur la partie aérienne de I’'HA
récolt¢ de la région de Elwaldja, Khenchela, a montr¢ que la plante contient
essentiellement: des flavonoides, des alcaloides, des saponosides, et des tanins ce qui est
en accord avec les travaux des Ali Esmail (2018) (Iraq) et Benhouda et al., (2014) (Aris,
Batna). Cependant, ces résultats sont différents de ce qui a été rapporté par Ameziane et
Kherrour (2015) (Bouzina, Batna). Ces résultats pourraient étre expliqués par la variation

de facteurs écologiques, environnementaux et méme génétiques (Achache, 2017).

La richesse de ces espéces en métabolites et composés chimiques actifs
pourrait expliquer leur utilisation en médicine traditionnelle comme antiasthmatique et
antispasmodique. Il a également ¢ét¢ utilis¢é comme hallucinogénique et sédative

(Bellakhdar, 1997 ; El Bazaouia et al., 2012).

3. Résultats de I’étude quantitative

3.1. Dosage des flavonoides

La détermination de teneur en flavonoides dans [’extrait éthanolique de la partie
aérienne de I’Hyoscyamus albus a été réalisée en utilisant la méthode colorimétrique (le
trichlorure d’aluminium AICl;). Une courbe d’étalonnage a été tracée pour cet objectif,
¢tablie avec la quercétine a différentes concentration. Des mesures de densité pour
I’extrait ont été réalisées a 420 nm. La quantité des flavonoides correspondante a été

rapportée en équivalent milligramme de quercétine par gramme d’extrait.

Le résultat de dosage de flavonoides montre que EEHA a permet d’enregistrer une

teneur de 17,86 = 0,30 mg EQ/g E.

Des études réalisée par Djafri et Sadji (2013), Bouaouina et Agsous (2015) et
Kenza et Stham (2016), ont démontré que les teneurs en flavonoides sont respectivement

11.34 £5.67 mg EQ/gE, 1.29+0.66 mg EQ/gE et 10,05 = 0,21mg EQ / gE. Ces valeurs
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sont inférieures a celle obtenue par notre étude qui est égale a 17,86 = 0,30 mg EQ/g

d’extrait.

Alghazeer et al. (2012), Benhouda et Yahia (2014), ont rapporté des teneurs
largement supérieure a celle de la présente étude qui sont respectivement 27,39+0.87 mg

ER/ gE et 24,31+0.62 mg EQ/ g E.

La différence de la teneur en flavonoides est due peut étre aux conditions de
croissance de la plante, comme le sol, le lieu géographique, conditions de développement
du I’organe, degré de maturité, et les différences génétiques (Tigrine et Moudache, 2013),

a savoir aussi la méthode d’extraction et la nature de solvant utilisé¢ (Mellouk, 2013).

La concentration de flavonoides dans les extraits de plantes est fonction de la

polarité des solvants utilisés dans la préparation des extraits (Benhouda et al., 2014).

Cette valeur considérable en flavonoides serait responsable de leurs propriétés
antioxydante, anti-inflammatoire, antifongiques, antimicrobiennes, hémostatiques,

aphrodisiaques et astringente (Kabran Guy et al., 2012).
3.2. Dosage des flavonols de PEEHA

Un dosage spectro-photométrique avec du trichlorure d’aluminium a été effectués
a partir d’extrait éthanolique de la partie aérienne de HA afin de déterminer la teneur de
flavonols. Pour cet objectif, une courbe d’étalonnage a été tracée avec la quercétine a
différentes concentration. Des mesures de densité pour 1’extrait ont été réalisées a 440 nm.

La quantité de flavonols a été rapportée en mg EQ/ g E.

Le résultat de dosage de flavonols montre que EEHA a permet d’enregistrer une

teneur de 9,02 + 0.12 mg EQ/gE.

Il est important de noter que c’est la premicre quantification des flavonols pour la

plante de Hyoscyamus albus.

Tigrine et Moudache (2013), ont prouvés que la teneur en flavonols varie selon la

nature de I’organe de la plante concerné par 1’étude.
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3.3. Dosage des alcaloides totaux de TEEHA

La présence des alcaloides a été confirmé par les tests phyotochimiques ce

qui nous a conduits a faire leurs dosages quantitatifs.

D’apres les résultats obtenus, la teneur en alcaloides a partir la partie aérienne

de Hyoscyamus albus L. est égale a de 0.25 %.

Djefri et Sadji (2013), Allam et Ayad (2015), ont rapporté des quantités supérieures
a celle obtenue par la présente étude avec des teneurs €gale a 0.65 % (a partir les graines de

Hyoscyamus albus L et ’hexane comme solvant), et 0.56% respectivement.

Ce résultat (0.25 %) semble plus élevé que la teneur en alcaloides dosée dans HA
par Villa, (1992) (tige et fruits 0.09 % et feuilles et fleurs 0.06%), et celle montré par la
méthode de pharmacopée frangaise (graines 0.195%) (Roques, 1965).

Cette différence peut s’expliquer du fait que les alcaloides sont beaucoup plus
solubles dans les solvants apolaires (Hexane, I.P=0.1) que dans les solvants polaires
(Ethanol, 1.P=4.3). D'ailleurs, les caractéristiques spécifiques des espéces et les conditions
climatiques sont plus ou moins favorables d’une région a une autre pour la production et
I’accumulation de cette substance bioactive dans HA (Djefri et Sadji, 2013 ; Allam et

ayad, 2015).

La teneur en alcaloides varie avec le stade de croissance de la plante ; au stade de la

floraison, la plante mature ayant une teneur en alcaloides plus ¢levée (Villa, 1992).

Les racines et les tiges, qui constituent la majeure partie de la plante, contiennent la
plus grande quantité d'alcaloides, facteur particulierement important surtout si la plante

doit étre utilisée pour I'extraction a grande échelle d'alcaloides (Villa, 1992).

4. Evaluations des activités antioxydantes des extraits de I’Hyoscyamus

albus

Afin d’évaluer D’activité antioxydante d’extraits obtenu, différentes méthodes
chimiques ont ¢été utilisées; test de DPPH (2,2-diphenyle-1-picrylhydrazyle), test de
pouvoir réducteur, et test de phosphomolybdate (PPM).
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4.1. Activité « scavenging » du radical DPPH

L’activité antioxydante de I’ensemble des extraits vis-a-vis du radical DPPH a été
évaluée spectro-photométriquement en suivant la réduction de ce radical qui s’accompagne

par son passage de la couleur violette a la couleur jaune mesurable a 517 nm.

En faisant varier la concentration des extraits et en calculant pour chaque
concentration le pourcentage d’inhibition correspondant (PI %), nous avons établi les
profils d’activité oxydante, et c’est a partir de ces profils que nous avons déduit également

les valeurs correspondantes a I’IC so.

Les résultats obtenus sont représentés dans les figures 18.
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Figure 18. Pourcentage d’inhibition du radical DPPH en fonction de la concentration de

I’EFHA et PEAHA.

Le profil de I’activit¢ antioxydante d’EFHA obtenu (Figure 18) révele une
augmentation des pourcentages d’inhibition (PI) en fonction de la concentration. La plus
faible concentration (0,005 mg/ml), ’extrait a présenté un PI de 14,70 % tandis qu’a la

plus grande concentration (0,1 mg/ml), le PI a atteint 44,11%.

Cependant, ’EAHA (Figure 18) présente une diminution des pourcentages
d’inhibition (PI) en fonction des concentrations. Une teneur de 38,69 % a été enregistrée
pour la plus faible concentration (0,005 mg/ml), tandis qu’a la plus grande concentration

(0,1 mg/ml), I’extrait a montré un PI a I’ordre de 29,61%.
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Figure 19. Pourcentage de I’activité scavenging contre le radical DPPH des EFHA
EAHA et les standards a 0,1 mg/ml.

En comparant le pourcentage d’inhibition contre le radical DPPH des extraits de

Hyoscyamus albus L. a celui des standards acide ascorbique et BHA pour des valeurs

95,18 et 96,85 % respectivement (a 0.1 mg/ml), on remarque qu’il est inférieur (figure 19).

A partir les courbes illustrées dans la figure 18, nous pouvons calculer les

concentrations ICsy pour mieux caractériser le pouvoir antioxydant.
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Figure 20. Activité « scavenging » du radical DPPH des extraits de la partie aérienne de

I’Hyoscyamus albus.
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D’aprés cette figure, nous constatons que les concentrations d’ICsy des EFHA et
EAHA 0,12 mg/ml et 0,18 mg/ml respectivement, sont beaucoup plus supérieur par rapport
les standards qui présentent d’ICsy égale a 0,00097 mg/ml et 0,00157 mg/ml

respectivement pour le BHA et 1’acide ascorbique.

Nos résultats se montrent plus efficaces par rapport a 1’étude de Mouhoubi, (2015)
qui a enregistré un PI égale a 60 % a la concentration de 13 mg/ml pour I’extrait
éthanolique (70 %), avec une ICsp a I’ordre de 9,79 mg/ml. Elsharkawy et al. (2018) a
montré que I’extrait méthanolique de I’ Hyoscyamus muticus d’ Arabie Saoudite a exercé un
effet antioxydant en enregistrant un ICsp égale a 8,1 mg/ml. Aussi pour I’étude de
Hadjipoor et al. (2015) réalisé sur Hyoscyamus Niger collecté a Iran, a trouvé un IC50 a
I’ordre de 0.34 mg/ml. Benhouda et al. (2014) a rapporté des IC50 égale a 0.33 mg/ml et
0.61 mg/ml respectivement pour la fraction chloroformique et la fraction d’éther de pétrol.
Ces résultats peuvent s’expliquer par la variation de la composition chimique, conditions
expérimentales et environnementales, et/ ou system physiologique de ces especes (Agouni,

2014 ; Elsharkawy et al., 2018).

Cependant, Agouni (2014), Bouaouina et agsous (2015), Djefri et sadji (2015),
Zerkak et Zetout (2016) ont révélés une efficacité supérieure a piéger le radical DPPH par
rapport a la présente étude avec des PI maximales égal a 89.96%, 90%, 69.75%, 76.24%
respectivement, avec ICsy enregistré a 34,61 pg/ml, 11,37 pug/ml, 85 pg/ml et 60.77 pg/ml.
Alghazeer et al. (2012) a constaté aussi une forte activité antioxydante vis a vis du radical

DPPH en enregistrant un ICs de I’ordre de 60.4 pg/ml pour I’extrait des feuilles de I’'HA.

Les wvaleurs des IC50 obtenues dans cette étude permettent aussi de conclure que
I’activité antioxydante est proportionnelle a la richesse de I’extrait en flavonoides qui sont
considérés comme d’excellents antioxydants dont les propriétés oxydo-réducteurs leurs
permettent d’agir comme des agents réducteurs, donateurs d’hydrogeéne et inhibiteurs de

I’oxygene singulet et triplet (Kerbouche, 2010).

La capacit¢ des flavonoides a piéger les radicaux libres s’explique par leurs
structures chimiques comportant un nombre important d’atomes d’hydrogene, des
groupements hydroxylés, des noyaux phényles qui seraient capables de capter les radicaux

libres en démobilisant leurs €lectrons célibataires (Zeghad, 2009).
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Plusieurs auteurs (Yang et al., 2005 ; Montoro et al., 2006 ; Ben Chibane, 2013 ;
Mellouk, 2013 ; Mouhoubi, 2015 ; Zerkak et Zetout, 2016) ont reportée que en outre des
flavonoides, les proanthocyanidines et les flavonols contribuent efficacement dans

I’activité antiradical DPPH.

Ce résultat s’expliquent ainsi par le fait que 1’extraction avec un mélange éthanol-
eau montre généralement de meilleures activités antioxydantes dans ce test (Ruchi et a/.,

2007).
4.2. Test pouvoir réducteur

Le pouvoir réducteur est la capacité d’un extrait & donner un électron et a réduire
I’ion ferrique (Fe’") du complexe ferricyanure en ion ferreux (Fe®). Cette capacité de
donation d’¢lectron est appelée pouvoir réducteur et se traduit par une coloration verte-
bleuatre dont I’intensité est en fonction du pouvoir réducteur de 1’échantillon qui est
déterminée par la détection spectrophotométrique du a 700 nm (Le et al, 2007 ;
Guendouzen et Haddouche, 2016). De nombreux auteurs considérent cette capacité comme

indicateur significatif de son pouvoir antioxydant (Ganie et al., 2014).

Les résultats de ce test pour nos extraits sont montrés dans la figure 21.
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Figure 21. Pouvoir réducteur des extraits de la partie aérienne de I’ Hyoscyamus

albus.
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A partir de cette figure, on déduit que Hyoscyamus albus possédent un pouvoir
réducteur égal a 13,70 mg EAA/g E et 9,07 mg EAA/g E pour EFHA et EAHA

respectivement.

D’apres les résultats obtenus, nous pouvons constater en premier lieu que les
flavonoides et les alcaloides semblent étre contribués fortement dans le potentiel réducteur

de HA vu leur capacité a transférer des électrons. (Oussalah et Saiche, 2014).

En générale, le potentiel réducteur des extraits végétaux est varie considérablement
selon les différents solvants et les différentes méthodes (Djabali, 2017), aussi due a la
présence de molécules capables de donner des électrons qui peuvent réagir avec les
radicaux libres et les convertir en produits stables, terminant de ce fait les réaction en

chaines, ce qui explique le potentiel réducteur de nos extraits (Manallah, 2012).
4.3. Test phosphomolybdate

L’activité antioxydante des extraits vis-a-vis le test phosphomolybdate
d’ammonium est basé sur la réduction de Mo™ en Mo™ par un composé antioxydant
conduisant & la formation d’un complexe (phosphate /Mo™) de couleur verte a un pH

acide, est mesuré par spectrophotométrie a 695 nm.

La figure 22 présente les résultats de ce test pour ’EFHA et EAHA.
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Figure 22. Test phosphomolybdate des extraits de la partie aérienne de 1’ Hyoscyamus

albus.
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Partie pratique Chapitre II. Résultats et discussion

Les résultats de ce test a permet d’enregistrer des teneurs de 1’ordre de 18,34 +

0,025 mg EAC/gE et 20,22 + 0,037 mg EAA/gE pour EFHA et EAHA respectivement.

Ce pouvoir antioxydant observé peut &tre di essentiellement aux structures

chimiques des molécules bioactives (Laraba et al., 2016).

Frissou S. et Hani D. (2014). a montré que 1’augmentation de la concentration en
alcaloides fait augmenter d’une manicre significative la capacité réductrice des extraits.
Cependant, la contribution des composés phénoliques non flavonoidiques a D’activité
antioxydant est beaucoup plus efficace que les flavonoides (Djafri et Sadji, 2013) ce que

permet de justifié les résultats trouvé dans la présente étude.

Les flavonoides possédent une structure idéale pour le balayage des radicaux
libres, puisqu'ils présentent un certain nombre d'hydroxyles agissant comme donneurs

d'hydrogene, ce qui en fait d'importants agents antioxydants (Usmani et al., 2013).

Un antioxydant efficace dans un test n’est pas forcément efficace dans un autre
d’une part. D’autre part, les activités antioxydants sont plus variables dans les especes de la

plante (inter-espeéce) que dans les mémes espéces (intra-espece) (Ksouri et al., 2008).
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Conclusion et perspectives

Conclusion et perspectives

L ’Hyoscyamus albus L. est une plante médicinale appartenant a la famille des
Solanacées utilisée pour ses nombreuses propriétés thérapeutiques et pharmacologiques
dans le domaine de la médecine pour traiter certaines maladies cardiovasculaires,
cancéreuses et le vieillissement. Cette plante est capable de produire de nombreux

métabolites secondaires.

Il nous est apparu important de commencer notre travail par un criblage
phytochimique sur la plante Hyoscyamus albus L. Les résultats indiquent la présence de
flavonoides, alcaloides, terpenoides, stéroide, quinone, tannins, saponines et coumarines.
Ces métabolites sont connus par leurs diverses propriétés biologiques pouvant ainsi,

contribuer a leur utilisation comme remédes en médecine traditionnelle.

Ainsi la détermination de la teneur des flavonoides, des flavonols et des alcaloides
dans D’extrait ¢éthanolique de Hyoscyamus albus au moyen des dosages
spectrophotométriques nous a confirmé leurs présences en quantité plus au moins
importante a ’ordre de 17,86 + 0,30 mg EQ/g E, 9,02 + 0.12 mg EQ/gE et 0.25 %

respectivement.

L’¢évaluation de I’activité antioxydante des extraits flavonoidique et alcaloidique de
I’ Hyoscyamus albus par les tests DPPH, pouvoir réducteur, et phosphomolybdate a révélé

un différent pouvoir antioxydant d’un test a I’autre.

L’EFHA a montré un PI de 44,11% avec un 1Csy égale a 0,12 mg/ml, tandis que
I’EAHA a enregistré un PI de 29,61% avec un ICsy de 1’ordre de 0,18 mg/ml pour la
concentration 0,1 mg/ml. Concernant le pouvoir réducteur, des résultats de 1’ordre de 13,70
mg EAA/g E et 9,07 mg EAA/g E a été estimé pour EFHA et EAHA respectivement. Nous
avons constaté aussi que l’activité antioxydante obtenue par le test phosphomolybdate
d’ammonium a révélé des valeurs égale a 18,34 = 0,025 mg EAC/gE et 20,22 + 0,037 mg
EAA/gE pour EFHA et EAHA respectivement.

Par ailleurs, les résultats de cette étude reste préliminaire et ne constituent qu’une

premiére étape dans la recherche de substances d'origine naturelle biologiquement active,
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donc, de nombreuse perspective expérimentales écoulent de cette recherche. En fait, des

¢tudes plus approfondies nécessaires concluant plusieurs points a savoir:

» Utiliser d’autres méthodes d’analyses plus précises (CLHP, CL/SM, CG/SM...) qui
permettent non seulement de quantifier mais d’évaluer les activités thérapeutiques
des meétabolites présents dans la plante.

» ¢évaluer d’autres tests in vitro et in vivo telles que les effets anti-tumoraux, anti
inflammatoires et anti cancéreuses ....... etc.

» séparer et d’identifier les composés actifs de Hyoscyamus albus L., poussant en

Algérie, plante trés peu étudiée jusqu’a présent.
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Théme: Evaluation de I’activité antioxydante des alcaloides et des flavonoides de la plante

médicinale «Hyoscyamus albus L. » de 1a région de Khenchela

Résumé

Dans le but de valoriser les plantes médicinales Algérienne, nous sommes intéressées dans
cette étude d’une part, a la caractérisation qualitative et quantitative de I’extrait éthanolique de la
plante médicinale Hyoscyamus albus (EEHA), et d’autre part, a la détermination de D’activité

antioxydante des flavonoides et des alcaloides par trois méthodes.

La premiére partie concerne la caractérisation chimique de ’EEHA par le screening
phytochimique, et le dosage des différents métabolites. Le criblage phytochimique a été¢ pu de
mettre en évidence la présence des flavonoides, des alcaloides, des terpenoides, des tannins, des

saponines, quinones, tannins et coumarines.

Quantitativement le dosage des flavonoides, des flavonols et des alcaloides dans ’EEHA a
montré des teneurs appréciables égale a 17,86 = 0,30 mg EQ/g E, 9,02 + 0.12 mg EQ/gE et 0.25 %

respectivement.

La deuxiéme partie a été consacrée a 1’é¢tude de I’activité antioxydante pour I’extrait
flavonoidique (EFHA) et alcaloidique (EAHA). Concernant le test de DPPH, ’EFHA a la plus
grande concentration (0,1 mg/ml), a révélé un PI de 44,11% avec un ICs égale a 0,12 mg/ml, alors
que ’EAHA a montré un PI de 29,61% pour la méme concentration avec un ICsyde I’ordre de 0,18
mg/ml. En revanche, le pouvoir réducteur a été estimé a 13,70 mg EAA/g E et 9,07 mg EAA/g E
pour EFHA et EAHA respectivement. De méme, ’activité antioxydante des extraits vis-a-vis le
test phosphomolybdate d’ammonium a permet d’enregistrer des teneurs de I’ordre de 18,34 +
0,025 mg EAC/gE et 20,22 + 0,037 mg EAA/gE pour EFHA et EAHA respectivement. Ces

résultats obtenus ont été avéré intéressant en comparaison a la littérature.

Mots clés: Activité antioxydante, Alcaloides, DPPH, Flavonoides, Hyoscyamus albus, Pouvoir
réducteur, Phosphomolybdéte d’ammonium.

Laboratoire pédagogique, Université Abbés Laghrour khenchela







Topic : Evaluation of the antioxidant activity of Alkaloids and flavonoids of the

medicinal plant " Hyoscyamus albus' from Khenchela region

Abstract

In the aim of developing the Algerian medicinal plants, we are interested in this
study on the one hand, with the qualitative and quantitative characterization of the
ethanolic extract of the medicinal plant Hyoscyamus albus (EEHA), and on the other hand,
with the determination of the antioxydant activity of flavonoids and alkaloids by the

means of three methods.

The first part relates to the chemical characterization of the EEHA with the
phytochemical screening and the determination of different metabolites. The
phytochemical screening was able to highlight the presence of the flavonoides, alkaloides,

terpenoides, tannins, saponines, quinines and coumarines.

Quantitatively, the proportioning of flavonoides, flavonols and alkaloids in the
EEHA showed appreciable contents equal to 17,86 + 0,30 mg EQ/g E, 9,02 + 0.12 mg
EQ/gE and 0.25 % respectively.

The second part was devoted to the study of the antioxydant activity of the
flavonoid (EFHA) and alkaloid extract (EAHA). Regarding the DPPH test, the EFHA at
the highest concentration (0,1 mg/ml) revealed a PI of 44,11 % with an ICsy equal to 0,12
mg/ml, while the EAHA had showed a PI of 29.61% for the same concentration with an
IC50 of the order of 0.18 mg / ml. In contrast, the reducing power was estimated at 13.70
mg EAA / g E and 9.07 mg EAA / g E for EFHA and EAHA respectively. Likewise, the
antioxidant activity of the extracts vis-a-vis the ammonium phosphomolybdate test makes
it possible to record contents of the order of 18.34 £ 0.025 mg EAC / gE and 20.22 + 0.037
mg EAA / gE for EFHA and EAHA respectively. These results were found to be

interesting in comparison with the literature.

Key words: Antioxidant activity, Alkaloids, DPPH, Flavonoids, Hyoscyamus

albus, Reducing power, Ammonium phosphomolybdenum.
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