Résumé :

Hyoscyamus albus fait partie de la famille des Solanacées , largement répandues dans
le bassin mediterranéen. Ses propriétés biologiques sont dues a sa richesse en substances
bioactives. Lors de cette présente étude, notre intérét s’est porté d’une part, sur la composition
phénolique et les activités réductrice et anti-radicalaire de cing extraits . Une teneur en
composés phénoliques est de :35.58+0. 009 mgEAG/g MS tandis qu’en flavonoides est
5.16+0 .13mgEQ/gMS , alors qu’en tannins condenses 18.65 EC/gMS. Le test du pouvoir
réducteur indique une meilleure activité de I’ extraits éthanolique .Alors que I’effet scavenger
contre le radical DPPH, avec I’ EC50 de 34.61245 pg/ml pour I’extarait éthanolique ce qui
lui confere une activité anti-radicalaire la plus élevée. Le test ABTS a 1 mg/ml a révélé que

tous les extraits présentent un tres faible potentiel antioxydant.

Mots clés :Hyoscyamus albus , Solanacées, composés phénoliques, activité réductrice |,
pouvoir réducteur , effet scavenger, DPPH ,ABTS.

Abstract:

Hyoscyamus albus belongs to the Solanaceae family, widespread in the Mediterranean
basin. Its biological properties are due to its richness in bioactive substances. In this present
study , our interest is focused on the one hand , on the phenolic composition and reducing and
anti- radical five extracts . A phenolic compound content is:

35.58 +0.009 mgEAG / g MS while in flavonoids is 5.16+0 .13mgEQ/gMS , whereas
condensed tannins 18.65 EC /gMS . The reducing power of the test indicates a better activity
of the ethanol extracts . While scavenger effect against DPPH radical with the EC50 of
34.61245 pg/ml for extarait ethanol which gives it an anti- radical the higher . The ABTS
assay 1mg /ml showed that all extracts have a very low antioxidant potential.

Keywords : Hyoscyamus albus, Solanaceae , phenolic compounds, reducing activity ,
reducing power, scavenger effect, DPPH, ABTS.
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Introduction

Introduction

Depuis des milliers d'annees, I'numanité a utilisé diverses ressources trouvées dans son
environnement afin de traiter et soigner toutes sortes de maladies (Lhuillier, 2007).
Plusieurs composés provenant de plantes sont aujourd'hui utilisés en médecine et de fagon
empirique par plusieurs populations.
Selon certains auteurs, les composés d'origine naturelle présentent I'avantage d'une tres
grande diversité de structures chimiques et ils possedent aussi un tres large éventail d'activités

biologiques (Bérubé-Gagnon, 2006).

Cette matiére végeétale contient un grand nombre de molécules qui ont des intéréts
multiples mis a profit dans I’industrie, en alimentation, en cosmétologie et en thérapeutique
, parmi ces composés on retrouve, les coumarines, les alcaloides, les acides

phenoliques, les tannins, les lignanes, les terpénes et les flavonoides (Bahorun, 1997).

Hyoscyamus albus est une plante médicinale de la famille des solanacees , en Amérique
du Sud et en Amérique centrale que I'on rencontre le plus grand nombre d'espéces. elle est
connue pour ses propriétés ophtalmologiques, odontologiques et gynécologiques. Ses graines
ont des propriétés hypnotiques et analgésiques.

Cette plante est riche en alcaloides actifs dans le domaine neurologique .
( Jouzier ,2005).
C’est une plante dont les activités liées aux polyphénols et qui sont mal connues en

raison de sa toxicité.

Le but de ce travail est I’extraction des polyphénols avec différents solvants et
I’évaluation leur activité antioxydants.

Pour ceci le mémoire a été structuré en deux parties :

v’ Partie bibliographique qui expose les propriétés thérapeutiques connues de la plante
utilisée par certaines populations, sa composition chimique, ainsi que sa classification

botanique.
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v’ Partie pratique qui expose les protocoles utilisés pour I’extraction des polyphénols ,

leur dosage , leur activité antioxydants , les résultats obtenus ainsi qu’une conclusion.
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I-1-Généralités sur les Solanacées :

Les Solanacées sont une famille de plantes dicotylédones (Magnoliopsida) appartenant a
I'ordre des Solanales, dont le nom vient du genre Solanum. Ce sont des plantes herbacées,
des arbustes, des arbres ou des lianes avec des feuilles alternes, simples et sans stipules. La
famille comprend pres de 98 genres et 2 700 especes et occupe une grande diversité d'habitats.
Cette famille cosmopolite est présente partout dans le monde a I'exception de I'Antarctique.
Mais c'est en Amérique du Sud et en Amérique centrale que lI'on rencontre le plus grand
nombre d'espéces. Elle comprend des espéces alimentaires d'une grande importance
économique telles que lapomme-de terre (Solanum tuberosum), latomate (Solanum
lycopersicum), l'aubergine (Solanum melongena) et les piments (Capsicum). De nombreuses
plantes ornementales tres populaires appartiennent a I’ordre des Solanacées : Petunia,
Schizanthus, Salpiglossis et Datura.  Certaines  especes, riches en alcaloides, sont
mondialement connues pour leurs usages médicinaux, leurs effets psychotropes ou pour leur

toxicité : belladone, morelle, brugmansia, datura, mandragore, tabac.

(Olmstead et al., 1999) .

I-1-1- Hyoscyamus Albus:

Le genre Hyoscyamus comporte une vingtaine d’especes surtout représentées dans le bassin

méditerranéen, I’ Afrique du Nord et I’ Asie occidentale.

La jusquiame blanche (Hyoscyamus albus L.) est une plante medicinale appartenant a la
famille des Solanaceae, trés riche en alcaloides tropaniques surtout L’atropine et la

scopolamine.C’est pour cela que toutes les jusquiames sont toxiques.

A dose thérapeutique, la Jusquiame est employée comme parasympatholytique et sédatif

nerveux. (Jouzie ,2005).

I-1-2-Description botanique :

I-1-2-1-Caractére morphologique de la plante :
Les principaux caracteres morphologiques de la jusquiame blanche sont :

-Plante annuelle et pérennante de 20-50 cm, velue-visqueuse, & odeur vireuse faible
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- Feuilles molles, visqueuses , pétiolées, ovales-orbiculaires,dentées a dents triangulaires.

- Fleurs inférieures pédonculées.

- Calice tres velu, le fructifére faiblement nerve-réticulé, a lobes courts, triangulaires-aigus.

- Corolle irréguliere, a limbe oblique d'un jaune pale non veiné en réseau, a gorge et filets des
étamines verdatres.

- Etamines dépassant un peu la gorge.

- Capsule peu renflée a la base

-Répartition : Région mediterranéenne.

-Floraison : Avril-septembre.(Bonnier et Layens ,1894).cette plante est illustrée dans les

figures nla, 1bet 1c:

Figure 1, : Plante entiére Figure 1p: fleurs et feuilles Figure 1 :fruits de Hyoscyamus albus
(Bonnier et Layens ,1894).
I-1-3-Propriétés:

e C'est une plante qui a de nombreux alcaloides actifs principalement Hyoscyamine.
« A des doses élevées elle devient narcotique.

o Utilisé dans I'homéopathie comme remede apaisant.

e Chez les peuples primitifs a été utilisee comme un aphrodisiaque , la principale

composante de "philtres d'amour”.
Utilisé sous surveillance médicale pour traiter I'épilepsie , I'insomnie , I'asthme, etc.
(Wunderlin, 1998)
I-1-4-Position systématique :

La classification de Hyoscyamus albus est présentée dans le tableau n° I :
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Tableau n° I :Classification de Hyoscyamus albus ( Serra B,1989).

Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Classement Solanales

Famille Solanacées

Genre Hyoscyamus

Espéce Hyoscyamus albus L

I-2- Généralités sur les polyphénols et alcaloides :
I-2-1- Les polyphénols :

Les composés phénoliques sont des produits du métabolisme secondaire des plantes,
largement distribués possédant plusieurs groupements phénoliques, avec ou non d’autres
fonctions et comportant au moins 9000 structures connues différentes allant de molécules
phénoliques simples de bas poids moléculaire tels que, les acides phénoliques a des composés
hautement polymérisés comme les tannins (lls font partie intégrante de I’alimentation
humaine et animal.

Ces corps jouent un rble fondamental car ce sont des éléments importants de qualités
sensorielles (couleur et caractéres organoleptiques) et nutritionnelles des végétaux, tels que
les Iégumes, les fruits, les céréales ou les fruits secs, ainsi que les boissons telles que le café,
le cacao ou le thé. I'homme consomme environ un gramme de polyphénols chaque jour, soit
dix fois plus que de vitamine C et 100 fois plus que de caroténoides ou vitamine E

(Scalbert et al., 2005).

I-2-1-1--Structures chimiques et classification des polyphénols :

Les polyphénols sont classes en différents groupes en fonction du nombre de noyaux
aromatiques qui les composent et des éléments qui les relient.

On distingue les phénols simples (parmi eux les acides phénoliques), les flavonoides, les
lignanes et les stilbénes (Boros, 2010). En plus de cette diversité, les phénols sont présents
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naturellement sous forme conjuguée : avec des sucres, des acides organiques, entre eux.
Les polyphénols sont répartis en plusieurs classes :

e Les phénols simples (C6): un seul noyau phénol comme pour les acides
phénoliques (C6-C1).

. Les flavonoides (C6-C3-C6): 2 noyaux aromatiques reliés par un hétérocycle
OXygéné.

. Les tannins hydrolysables et non-hydrolysables.

) Les stilbénes (C6-C2-C6).

) Les lignanes, les lignines et les coumestanes : 2 unités de phénylpropane.

Autres phytoestrogenes :
o Les saponines (triterpenoides)

e Les phytostérols et les phytostanols (Paraskevi , 2007). Bien qu'ils ne

soient pas des polyphénols, on ajoute ordinairement a cette liste les isothiocyanates,

qui dérivent de I'nydrolyse des glucosinolates.
1-2-2- Les flavonoides :

L‘ensemble des flavonoides, qui possedent une origine biosynthétiqgue commune, ont

un élément structural de base en C15 (C6-C3-C6). Selon le degré d‘oxydation du noyau
central, qui peut étre ouvert ou fermé, les flavonoides peuvent-étre regroupés en neuf classes
distinctes : chalcones, aurones, flavones, isoflavones, flavonols, flavanones, flavane-3-ols
flavane-3,4-diols et anthocyanes. Ce sont des pigments naturels qui donnent leurs couleurs

aux plantes.

Dans celles-ci, ils sont trés souvent liés avec des sucres, on parle alors d‘hétérosides
constitués d‘une partie phénolique aglycone ou génine associée a un sucre. La liaison
glycosidique pouvant étre de type C-O-C ou de type C-C. D‘autres types de liaisons se
retrouvent frequemment chez les flavonoides comme des sulfatations ou des prénylations
(Livermore ,2002).

La figure 2 illustre quelques structures de flavonoides.
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OH
OH
HO L0
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OH OH O
Catéchine (flavanol) Quercétine (flavonol) Geénistéine (Isoflavone)

Figure 2 : Structures de quelques Flavonoides. (Rdsch, ,2004 )

I-2-3-Tannins :
1-2-3-1-Définition :

Les tannins sont des substances constituées par un mélange de glucosides et d’acide gallique.

On les rencontre, en petite quantité, dans de tres nombreuses plantes. Ce sont des

substances phénoliques assez complexes, ayant la propriété commune de tanner la peau en la
rendant imputrescible et imperméable en se fixant sur les protéines qu’elles contiennent .
Quelques tanins ellagiques s’opposent a la mutagénicité de certains cancérogénes et a

latransplantation de tumeurs expérimentales. (Bruneton , 1999).

1-2-3-2-Structure :

On distingue habituellement, chez les végétaux supérieurs, deux groupes de tannins
différents par leur structures ainsi que par leur origine biogénétique : les tannins
hydrolysables et les tannins condenseés. (Bruneton , 1999).

Les deux types de tannins sont illustrés dans la figure n°3:

OH

L o

or a

e /c—o OH
oH O/
Tannin condensé Tannin hydrolysab

Figure 3: Structure chimique de tannin condensé et tannin hydrolysable. (Bahaz, 2010).
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1-2-4-Les alcaloides :

Les alcaloides sont des substances naturelles et organiques provenant essentiellement des
plantes et qui contiennent au moins un atome d'azote dans leur structure chimique, avec un
degré variable de caractére basique. Depuis l'identification du premier alcaloide - a savoir

la morphine - a partir de I’opium en 1806 (Harborne1995), plus de dix mille alcaloides ont
été isolés des plantes .Ce sont des composes relativement stables qui sont stockés dans les
plantes en tant que produits de différentes voies biosynthétiques.

Quelques structures sont relativement simples, tandis que d'autres sont tout a fait complexes.
Les alcaloides peuvent se trouver dans toutes les parties de la plante, mais selon I'espece, ils
s’accumulent uniquement dans les écorces, dans les racines, dans les feuilles ou dans les
fruits.

(Bhat et al., 2005).

I-3-Composition phytochimique des Solanacées :
1-3-1-Les alcaloides :

Les alcaloides sont des bases azotées, produites par les plantes comme métabolites
secondaires. lls présentent une action physiologique sur les animaux méme a faible dose. Les
tropanes sont les alcaloides les plus connues que I'on trouve chez les Solanacées. Les plantes
qui contiennent ces substances ont été utilisées durant des siécles comme poisons. Cependant,
malgré leur effet toxique reconnu, beaucoup de ces substances présentent des propriétés
pharmaceutiques utiles. Les Solanacées renferment différents types d'alcaloides plus ou moins
actifs ou toxiques, comme la scopolamine, I'atropine, I'nyoscyamine et la nicotine. On les
trouve dans des plantes telles que la jusquiame blanche (Hyoscyamus albus), la
belladone (Atropa belladonna), la stramoine (Datura stramonium), la

la mandragore (Mandragora autumnalis) (Eckart , 2008), les principaux types d'alcaloides de

la famille des Solanacées sont les suivants:

I-3-1-1-Les alcaloides tropaniques : Ce sont des substances organiques dériveés du tropane
(mélange racémique), qui est un compose azoté bicyclique de formule brute cgnisN. Ce type
d'alcaloides comprend, entre autres, l'atropine, la cocaine. Ces alcaloides sont retrouvés chez
plusieurs espéces de solanacées, comme la mandragore (Mandragora autumnalis) et la
jusquiame noire (Hyoscyamus niger). L'atropine est utilisée pour dilater la pupille au cours

des examens oculaires. Et est considérée comme stimulant du systeme nerveux central. Elle

8
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est utilisée comme traitement en cas d'empoisonnement par les gaz neurotoxiques ou les
insecticides organophosphorés. La structure chimique de I’atropine est montrée dans la figure
n°4 :

H3C

H OH

H..,,
O .
O

Figure 4 : Structure chimique de I’atropine (Eckart , 2008)
I-3-1-1-1-La scopolamine :

Cette substance extraite a partir de Hyoscyamus muticus et Scopolia atropioides, est un autre
tropane utilisé a petite dose pour traiter les nausées. La scopolamine et hyoscyamine sont des
tropanes largement utilisés en pharmacologie et en médecine en raison de leurs effets sur le
systeme nerveux parasympathique. Ces alcaloides ne peuvent étre remplacés par une autre

classe de composes. La figure n°5 montre sa structure chimique.

Figure 5 : Structure chimique de Scopolamine . (Olmstead et al., 1999).
I-3-1-1-2-Hyoscyamine :

C’est I’isomere lévogyre de [I’atropine. Comme cette derniére,elle a des effets
parasympathicolitiques (qui s'opposent a l'action du systéme nerveux parasympathique) se
traduisant par une tachycardie, une mydriase, une diminution des sécrétions (salive, sueur) et
un ralentissement du transit intestinal .Elle agit en se liant aux récepteurs muscariniques de
I'acétylcholine dans le systéme nerveux central et périphérique empéchant ainsi I'action du

neurotransmetteur (Olmstead et al., 1999) . La figure n°6 montre sa structure chimique.
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Figure 6 : Structure chimique d’Hyoscyamine [Olmstead et al.,1999].

I-4-Localisation des alcaloides:

Les alcaloides principaux des graines sont I'hyoscyamine (75 %) et la scopolamine (25 %)
(Bruneton, 2005). Dans les racines, le principal alcaloide est aussi I'hyoscyamine suivie par
la scopolamine, Les feuilles sont riches en plus des substances minérales. (18-20 %)
(Uchida, 1993).

I-5-Utilisation en thérapeutique :

Hyoscyamus albus est une espéce de grande valeur médicinale, en raison de ses propriétés
ophtalmologiques, odontologiques et gynécologiques. Aujourd’hui, les proprietés a la fois
toxiques et thérapeutiques de la plante sont connues au Maroc notamment. De fait, la-bas,
ajoutée a la composition d’un poison, elle en augmente I’efficacité grace a ses propriétés

antiémétiques.

En outre, comme thérapeutique, on I’utilise pour ses propriétés sédatives
antispasmodiques, contre les douleurs de vessie. Ses graines ont des propriétés hypnotiques et

analgésiques (Bruneton, 2005).

I-6-Effets toxiques :

Dans la Gréce antique , Hyoscyamus albus était bien connue pour produire des altérations
dramatiques de la conscience. D’autres rapports mentionnent une sorte de folie divine, des

vertiges , hallucinations ,délires...(Sabat, 1957).
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Chapitrell Activités antioxydant

II- 1-Le stress oxydant :

Nos cellules et tissus peuvent étre soumis a une grande variété d’agression, physiques

( traumatisme, irradiation, hyper ou hypothermique), chimiques (acidose, toxines) et
métaboliques (exposition a des xénobiotiques, privation d’un facteur hormonal ou facteur de
croissance). La plupart de ces agressions débouchent sur une expression commune appelée
stress oxydant, di a I’exagération d’un phénoméne physiologique, normalement tres
controlé, la production de radicaux dérivés de I’oxygene (Walker et al.,1982).

Le stress oxydant est un état de déséquilibre entre la production d’espéces réactives et les
défenses de I’organisme .

Un état de stress oxydant existe lorsqu’au moins une des trois conditions suivantes est
présente:

* Excés des especes réactives d’O,, N, ou Cl, .

 Défenses insuffisantes (endogenes et exogenes).

* Mécanismes de réparation insuffisants.

Le stress oxydant n’est pas une maladie mais un mécanisme physiopathologique. Un exces
d’especes réactives mal maitris€é favorisera une maladie ou un vieillissement accéléré.

(Minotti et Aust,1987).

II- 2- Radicaux libres :

Un radical est une molécule ou un fragment moléculaire qui contient un ¢électron (ou

plus ) non apparié. De par sa structure particuliére, il a tendance a attirer les électrons d’autres
atomes et molécules pour gagner en stabilité. ( Justine et al., 2005).

I1- 2- 1- Production de radicaux libres :

La production de ces especes oxygénées réactives est une conséquence inévitable du
métabolisme aérobie. En effet, I’organisme a besoin d’O, pour produire de 1’énergie au cours
des réactions dites de respirations oxydatives. Cependant, une faible partie de 1’oxygeéne
¢échappe a sa réduction en eau, au niveau de la mitochondrie. Elle peut alors étre a I’origine de

la production de radicaux libres oxygénés. ( Justine et al., 2005).

I1- 2- 2- Origine de production des ERO :
11 existe 2 sources de radicaux libres :

1- Les sources endogénes :
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Les radicaux libres nocifs sont produits dans 1’organisme au cours du métabolisme normal.
Cette production augmente en rapport avec 1’¢élévation de la consommation d’oxygene
(Gauche et Hausswirth, 2006).
Plusieurs mécanismes et systémes responsables de la production de radicaux libres ont été
identifi€s jusqu’a présent, parmi eux nous citons :

- Des fuites d’¢lectrons au niveau de la chaine respiratoire de la mitochondrie

- Des processus inflammatoires produits par les cellules phagocytaires activées

(Milan et Van Antwerpen , 2004).

2- Les sources exogénes : les étres vivants sont exposés quotidiennement a des polluants
(fumée de cigarette, rayons ultraviolets, radiations...) susceptibles d’étre a I’origine de

la production de radicaux libres, une fois dans 1’organisme.

(Justine et al., 2005 ).

II- 2-3- Principaux radicaux libres rencontrés en biologie :

Les éspeces réactives de la molécule d’oxygene et les radicaux libres ont comme particularité

une réactivité tres elevée .Le tableau n° I présente les principaux radicaux libres :

Le tableau II : Exemple de quelques radicaux libres : (Favier, 2006).

Anion superoxyde 0,
Radical hydroxyl OH
Oxygene singulet 0,
Monoxyde d’azote NO
Peroxyde d’azote H;0;
Nitoxyde NOO
Peroxynitrite ONOO
Radical peroxy ROO

12
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I1- 2-4- Dommages oxydatives dus aux radicaux libres :

Les phénomeénes radicalaires de base sont utiles au bon fonctionnement de 1’organisme.
L’altération des composants cellulaires et des structures tissulaires intervient lorsque
I’intensité de ces phénoménes augmente anormalement et dépasse la quantité d’antioxydants
disponibles. (Rahman, 2002) . Tous les tissus et tous leurs composants peuvent étre touchés :
lipides, protéines, glucides et ADN.

Toutes ces altérations augmentent le risque de développer des maladies. Parmi elles, nous
citons, les maladie d’Alzheimer,de Parkinson, de Creutzfeldt Jacob et de méningo-céphalites,
les maladies cardiovasculaires et déficience cardiaque ,les oedémes et vieillissement

prématuré de la peau et le cancer (Ali et al., 2008).

I1- 3-Moyens de défense contre les radicaux libres :

D’apres Halliwel (1994), un antioxydant est toute molécule endogéne ou exogene

présente en faible concentration et qui est capable de prévenir, de retarder et de réduire
I’ampleur de la destruction oxydante des biomolécules. (Virot ,2004).Les principaux
antioxydants sont :

II-3 -1-Les enzymes et les vitamines antioxydants :

Les antioxydants peuvent étre des enzymes ou de simples molécules. Certains sont produits
par ’organisme, ce sont les antioxydants endogénes, ou proviennent de 1’alimentation ou la

médication, et sont donc exogenes.

I1-3-2-Les systemes antioxydants enzymatiques :

Pour contrdler la production permanente des ROS, les organismes vivants possedent des
systemes de défense qui les protégent contre les dommages des ROS. Ces défenses permettent
de maintenir la concentration en especes radicalaires a un taux basal (homéostasie
physiologique). En effet, elles possedent une grande affinité pour les ROS, avec lesquelles
elles réagissent tres rapidement pour les neutraliser ( Cominacini et al.,1997). les enzymes

citons:

I1-3-2-1-La superoxyde dismutase (SOD) :

Cette métalloprotéine est classée en trois catégories, la SOD cytosolique (Cu- et
Zndépendante), la SOD mitochondriale (Mn-dépendante), et la SOD extracellulaire.

La SOD est une des plus importantes enzymes cellulaires possédant une fonction

antioxydante. C’est I’enzyme antioxydante “anti-O2-- la plus importante dans toutes les
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cellules vasculaires car elle catalyse la dismutation de I'anion superoxyde en eau oxygénée.

L’absence de cette enzyme peut étre 1étale. (Cominacini et al.,1997).

2H++2 02 - H202+ O2
I1-3-2-2-La glutathion peroxydase (GPX) :
Les enzymes de cette famille sont Selenium (Se)-dépendante. La glutathion peroxydase
(GPX) est présente dans le cytoplasme ou elle joue un réle majeur dans la régulation de 1’état
redox physiologique intracellulaire des cellules vasculaires. Elle catalyse la réduction des
hydroperoxydes (H202), et des peroxydes lipidiques en utilisant le glutathion réduit (GSH)

comme donneur d’hydrogéne. (Cossarizza et al., 2009).

2 GSH + H202 - GSSG +2 H20

I1-3-3-Les systémes antioxydants non enzymatiques :

Les antioxydants sont des agents redox qui réagissent (effet scavenger) avec les oxydants

soit en stoppant, ou en ralentissant les processus d’oxydation.

Pendant ces réactions, les antioxydants s’oxydent en dérivés stables, ou persistent pendant un
certain temps sous forme radicalaire. Ces formes radicalaires peuvent devenir des
prooxydants, Ces antioxydants sont d’origine alimentaire. (Duval et al., 2003).

I1-3-3-1- La vitamine E ou a-tocophérol :

La vitamine E ou a-tocophérol (a-TocH) est le principal antioxydant de la famille des
tocophérols. Sa structure moléculaire comporte une extrémité hydrophile, correspondant a
noyau chromanol et une extrémité hydrophobe (chaine phytyle). L’a-tocophérol est le
principal antioxydant contenu dans les LDLs. Chaque particule LDL contient en moyenne de
6 a 12 molécules d’a-tocophérol. Ce dernier est incorporé dans les particules de LDLs au
cours de leur métabolisme, grace a une protéine appelée (a-focophérol transfer protein). Lors
de I'initiation de la peroxydation lipidique, suite a une attaque radicalaire, 1’ a -TocH, qui est
un inhibiteur de la propagation radicalaire, céde son hydrogeéne situ¢ dans le noyau
phénolique, réduisant ainsi le radical RO2e, et constitue par ce biais le seul antioxydant
liposoluble assurant cette protection. L’ a-TocH, en cédant son hydrogene, se transforme lui-
méme en produit radicalaire mais de faible réactivité.L’ a-TocH peut réagir directement avec

le radical initiateur, tel que le radical hydroxyle (\OH), inhibant ainsi la formation du radical
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RO2.. La réaction de la vitamine E avec I’anion superoxyde O2- est trés lente et par

conséquent peu probable.

L’ a-TocH peut aussi réguler a la hausse les enzymes antioxydantes, telles que la SOD, la
glutathion peroxydase, la catalase du foie, la glutathion-transférase et la NAD(P)H réductase.
L’ a-TocH n’est pas biosynthétisée. Elle est présente dans les huiles végétales, principalement
dans I'huile de germe de blé, de tournesol, de soja, d'arachide ou d'olive. Elle se trouve aussi
en moindre quantité dans les céréales, les amandes, les 1égumes verts, le beurre, la margarine,

les poissons gras. (Esterbauer et al., 1991). La figure n°7 représente sa structure chimique.

Noyau Chromanol

Figure 7 :Structure chimique de la vitamine E (Esterbauer et al., 1991).

I1-3-3-2-La vitamine C ou acide ascorbique :

La vitamine C ou acide L-ascorbique n'est pas fabriquée par le corps. Elle est rapportée par
l'alimentation ou la supplémentation. C'est une vitamine hydrosoluble retrouvés dans les fruits
et légumes. Elle est trés sensible a 1'oxydation et est détruite lorsque les aliments sont coupés
ou déchirés ce qui expose les cellules a 1'air. Les alcalis, comme le bicarbonate de soude ou
des antiacides peuventdétruire 1'acide ascorbique.

L’anion ascorbate agit principalement en piégeant directement les ROS et/ou RNS
(majoritairement 1'O2e- et le ONOO-). 1l est aussi capable de recycler I'a-tocophérol de fagcon

a agir en synergie avec ce dernier dans la prévention de la peroxydation lipidique .
(Fang et al.,2002) :

T-OH + AGPI-OOe — T-Oe + AGPI-OOH
Asc-H- + T-Oe — T-OH + Asc-eo

La figure n°8 montre la structure chimique de la vitamiune C :
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Figure 8 : Structure chimique de I’acide ascorbique (Fang et al., 2002).

I1-3-3-3-Substances végétales actives des plantes:

Les métabolites secondaires sont des molécules organiques complexes synthétisées et
accumulées en petites quantités par les plantes. Ils sont divisés principalement en trois

grandes familles: Les polyphénols, les terpénes, les alcaloides ,.. (Lutge et al.,2002) .

I1-3-3-3-1-Les composés phénoliques :

Ce sont des molécules issues du métabolisme secondaire, ils interviennent dans différents
aspects de la vie de la plante et sont de plus en plus utilisés en thérapeutique

De nombreux travaux suggerent que les polyphénols participent a la prévention des maladies
cardio-vasculaires Leur consommation se traduit par une augmentation transitoire de la
capacité antioxydante du plasma dans les heures qui suivent le repas. Parvenus au niveau des
arteres, ils préviennent l'oxydation des lipoprotéines de faible densit¢ (Low Density
Lipoproteins ou LDL) ce qui est I'un des facteurs clé du processus physiopathologique de
l'athérosclérose.En inhibant I’oxydation des LDLs, ils limitent leur incrustation dans les
parois des artéres qui contribuent a 1’épaississement des parois et a réduire le flux de sang qui
parvient au niveau des tissus. Les polyphénols agiraient aussi en inhibant 1’agrégation
plaquettaire impliquée

dans le phénoméne de thrombose qui peut conduire a 1’occlusion des arteres

(Manach et al., 2005).

I11-3-3-3-2-Flavonoides :

Les flavonoides sont des composés avec une activité anti-oxydante prononcée

(Hodek et al., 2002). Ils expriment les propriétés anti-oxydantes par :Le

piégeage direct des especes réactives de I’oxygene (ERO), La suppression de la formation
des ERO par I'inhibition de quelques enzymes ou par chélation des ions métalliques,

impliqués dans leur production, la protection des systemes de défense antioxydants de
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I’organisme.

Ce sont des antioxydants mais il ne faut pas négliger leurs propriétés prooxydantes. Parfois les
flavonoides jouent un réle de pro-oxydants. En effet, plusieurs

d'entre eux ont été décrits comme responsables d'auto-oxydation et de la génération de
radicaux oxygénés actifs, comme le peroxyde d'hydrogene. En définitive, certains

flavonoides pourraient accélérer la survenue de l'atteinte oxydative de 'ADN, des

protéines et des glucides in vitro . Alors, le potentiel pro-oxydant de ces composés ne doit

pas étre négligé dans le mécanisme d'action des flavonoides (Milane, 2004).

I1-3-3-3-3-Alcaloides :

Les alcaloides sont principalement extraits des plantes fleurissantes, mais on les trouve
¢galement chez quelques animaux comme les fourmis, les grenouilles et les coccinelles.

Par exemple certains ont des propriétés antispasmodiques dans le systéme gastro-intestinal et
¢galement des propriétés anti-sécrétrices (utiles au cours des interventions chirurgicales)
comme ’hyoscyamine. Autres sont largement utilisés dans le domaine de 1’ophtalmologie en
tant qu’agent mydriatique (pour dilater la pupille) comme 1’atropine

(Bhat et al.,2005).
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I-1-Matériel végetal :

Notre étude a été réalisée sur la partie aérienne de Hyoscyamus albus, une plante de la famille

des solanacées. Elle a été cueillie au mois de février 2014 dans la région D’Il-Maten.

L’identification de la plante a été réalisée au niveau du laboratoire de physiologie végétale et

d’écologie de I’'université de Béjaia en se référant a la flore Algérienne de Quezel et Santa

(1963) .

Une photographie de la plante est illustrée dans la figure n°9.

Figure 9 : Photographie de la partie aérienne de Hyoscyamus albus.

I-1-1-Préparation de la poudre végétale :

Aprées la récolte, la partie aérienne a été lavée et mise a sécher dans I’étuve a 40°C ; la
maticre seche obtenue est réduite en poudre a 1’aide d’un broyeur électrique. Puis passés au
tamis ¢lectrique afin d’avoir une poudre homogéne de granulométrie de 125um conservée

dans des flacons en verre fumés et stockés a 1’abri de la lumiére.

I-2-Méthodes :

I-2-1:Préparation des extraits bruts :
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La préparation des extraits bruts a partir des feuilles de Hyoscyamus albus a été réalisée selon

le protocole cité par Peschel et al., (2006) illustré dans la figure n°10.

I-2-1-1-Mode opératoire :

10g de poudre végétale

“r
s

1
PR ! ~
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- - 7 1 < SS -
’ - , ’ 1 ~ ~ ~
i ’ 1 S N SN <
- e ’ 4 1 N N SN -
P ., 4 1 ~ ~o
e - e 1 A ~ S
- 7 1 ~ Se
- - - ‘ 1 A ~ ~ ~
e 100mlAcétone a70% i 100ml Acétone TSl
Ve : H . ~A
100 ml Ethanol ! L. ! 3700
E i ' 100ml Eau distillée ' 100ml Ethanol 370%
l I ; I l
| 1 1 1 |
1 1 1 1 1
1 1 1 1 1
1 1 1 1 1
v v v v v
Macération Macération Macération (3x) Macération Macération
(3x) 24h a25°C (3x) 24h a25°C 1h (eau bouillante) (3x) 24h a25°C (3x) 24h a25°C
: l ! : :
1 1 1 1 |
1 1 1 1 |
1 1 1 1 |
1 1 1 1 |
v v v \ v
Décantation Décantation Décantation Décantation Décantation
l l I I l
1 1 1 1 1
1 1 1 1 1
1 1 1 1 1
1 1 1 1 1
\ 4 \ 4 \ 4 \ 4
Filtration Filtration Filtration Filtration Filtration
(Papier (Papier (Papier (Papier (Papier
Wattman n°1) Wattman n°1) Wattman n°1) Wattman n°1) Wattman n°1)
l l I l :
1 1 1 1 1
1 1 1 1 1
1 1 1 1 1
\ 4 \ 4 \ 4 \ 4 \ 4
Séchage a Séchage a Séchage a Séchage a Séchage a
40°C 40°C 40°C 40°C 40°C

Figure 10 : Préparation des extraits bruts a partir des feuilles de « Hyoscyamus albus »
(Peschel et al.,2006).
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I-2-1-2-Calcul du rendement pondérale:
Le rendement en extraits bruts est le rapport entre le poids de 1’échantillon et le poids de la

matiere seche .Le rendement est exprimé en pourcentage et calculé par la formule suivante :

R% = [(Po- P 1)/ P £)] X 100.

Ou R% : rendement de l‘extraction en pourcentage ;
Po: Poids de I’extrait dans la boite de Pétri en g ;

P1: Poids de la biote vide en g.

Pe : Poids de la matiére séche en g. et Ross (1965) in Wong et al ., (2006)
I-2-2-Dosage des composés phénoliques

1-2-2-1--Dosage des composes phénoliques totaux : Singleton

Le dosage des composés phénoliques totaux dans nos extraits est déterminé selon la méthode

décrite par Singleton et Ross (1965) in Wong et al., (2006) en utilisant la spectrophotométrie

1-2-2-1-1-Principe :

Le dosage des composés phénoliques totaux a été réalisé par spectrophotométrie selon la
méthode colorimétrique de Folin- Cioclateu adaptée par Singleton et Ross (1965) in Wong
et al., (2006). Ce réactif de couleur jaune est constitu¢é par un mélange d’acide
phosphotungstique et d’acide phosphomolybdique. Lorsque les polyphénols sont oxydés, ils
réduisent le réactif Folin-Cioclateu en un complexe ayant une couleur bleue constitué¢ d’oxyde
de tungsténe et de molybdene. L’intensité de la couleur est proportionnelle au taux des
composés phénoliques oxydés (Boizot et charpentier, 2006). Le mode opératoire est détaillé

dans la figure n°11.

1-2-2-1-2-Mode opératoire :
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2004l de solution d’extrait

<---- 1,5ml du réactif de Folin —Ciocalteu a10% (V/v)
> 0,
800/J| de Na,COza 7.5% . L) amin
2ha
I’obscurite

Lecture & 765 nm

Figure 11 : Protocole de dosage des composés phénoliques totaux

(Singleton et Ross (1965) in Wong et al., (2006)).

% Le témoin est préparé de la méme fagon sauf que I’extrait est replacé par de méthanol.

1-2-2-1-3-Expression des résultats :

Les concentrations en composés phénoliques totaux des extraits sont déterminées en se
référant a la courbe d’étalonnage obtenue a différentes concentrations d’acide gallique dans le
méthanol.

Les résultats sont exprimés en milligrammes d’équivalent en acide gallique par 1 gramme de

poids sec (mg EAG/g MS).

1-2-2-2-Dosage des flavonoides :

La quantification des flavonoides dans les cings extraits de Hyoscyamus albus a été effectuée
par une méthode adaptée par Djeridane et al., (2006).

1-2-2-2-1-Principe :

Le principe est basé sur I’utilisation de trichlorure d’aluminium (AICI3).La coloration

jaunatre donnée dans cette méthode est due a la formation d’un complexe entre le chlorure
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d’aluminium et les atomes d’oxygéne présents sur les carbones 4 et 5 des flavonoides

(Lagnika , 2005) les étapes de ce protocole sont illustrées dans la figure n°12.

1-2-2-2-2-Mode opératoire :

2ml de solution d’extrait

€m 1ml de la solution de AICI3

10 min

Lecture a 430 nm

Figure 12 : Schéma représentant la procédure suivie pour I’extraction des flavonoides totaux

(Djeridane et al., 2006).

« Le témoin est préparé de la méme fagon sauf que la solution de AlCIs est remplacée
par I’eau distillée.

1-2-2-2-3-Expression des résultats :
Les résultats sont exprimés en milligrammes d’équivalent de quercétine par gramme de
maticre seche.
1-2-2-3-Dosage des tannins condenses :
Le dosage des tanins condensés a été réalisé par la méthode de la vanilline selon
Broadhurst et Jones (1978) in Saad et al., (2012).
1-2-2-3-1-Principe :
La vanilline réagit avec les flavan 3-ols libres et les unités terminales des proanthocyanidines
donnant une coloration rouge dont I’intensité est proportionnelle au taux de flavanols présents
dans le milieu et qui présente un maximum d’absorption a 500 nm de longueur d’onde.
(Broadhurst et Jones (1978) in Saad et al., (2012)).Le protocole de dosage est résumé dans

la figure n°13.
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1-2-2-3-2-Mode opératoire :

250ul d’extrait

1.5ml de solution de vanilline (4%)

7504 d’Hel Lo >

15min

Lecture a 500 nm

Figure 13 : Protocole de dosage des tannins condensés

(Broadhurst et Jones (1978) in Saad et al., (2012)).

« Le témoin est préparé de la méme fagon sauf que la solution de vanilline est

remplacée par du méthanol.

1-2-2-3-3-Expression des résultats :

Les résultats sont exprimés en milligrammes d’équivalents de catéchine par gramme de

matiére séche.

I-2-3-Mesure de I’activité antioxydants :

Afin d’évaluer ’activité antioxydant de nos extraits, trois tests ont été utilisés (le test de
DPPH , du radical cation ABTS" et du pouvoir réducteur ).

I-2-3-1- Activité « scavenging » du radical DPPH- (2,2-diphenyle-1-picrylhydrazyle) :
1-2-3-1-1-Principe :
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La méthode du DPPH- introduite par Blois, (1958)in Lai et al.,(2009) est basée sur la

réduction d‘une solution alcoolique de 1‘espéce radicalaire stable DPPH. en présence d‘un

antioxydant

donneur d‘hydrogéne (AH), qui aboutit a la formation d‘une forme non-radicalaire, le

DPPHH. Le mécanisme de réduction est résumé dans la figure n° 14.

P e e

> Q

! 3 g y o o
!
1 : % Y /
I + " l [R—
'5'*5‘1 N—N. :-|- AH —s - NH—N + A
| Z: —
1 N=0 | N=0
\\ L _O_' _________ ,I 0 \ /

DPPH DPPH-H

Figurel4: Mécanisme réactionnel intervenant lors du test DPPH- entre 1°‘espéce
radicalaire DPPH. et un antioxydant (AH).
(Blois, (1958) in Lai et al.,(2009))

% Laréduction du DPPH. en DPPH-H induit une perte de sa couleur violette qui peut
étre suivie a 517 nm ce qui refléte la présence de substances antiradicalaires dans le milieu .
Ainsi plus la perte de couleur est rapide plus le donneurd‘hydrogene est considéré comme un

antioxydant fort.(Rice-evans et al. ,1995). Le résumé du protocole est représenté dans la

figure n°15.
I-2-3-1-2-Mode opératoire :

1.5ml de solution d’extraits (5,10,20,40,60,80,100g/ml)

0,5 ml Solution methanolique de DPPH
(0,1 mM)

30min a

ity e E L EE

| ’obscurité
Lecture a 517 nm

Figure 15 : Protocole d’étude de 1’activité « scavenging » du DPPH d’aprés
(Blois, (1958) in Lai et al.,(2009)
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I-2-3-1-3-Expression des résultats :

La capacité antioxydante de nos échantillons a été exprimée en pourcentage d‘inhibition du

radical DPPH:" suivant 1‘équation:

% inhibition du radical DPPH= (Ac- Ar) /Ac *100

*» Accorrespond a 1‘absorbance du controle (1’extrait est remplacé par du méthanol).
% Ar correspond a l‘absorbance du test — absorbance de témoin du test (Le DPPH est

remplacé par de méthanol).

I-2-3-2-Pouvoir réducteur :

1-2-3-2-1-Principe :

La méthode FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) qui est décrite par Oyaizu (1986) in
Ferreira et al., (2007) est basée sur la réduction de I’ion ferrique (Fe+) en ion ferreux (Fe>+).

Cette méthode évalue le pouvoir réducteur des composés phénoliques.

E [Fe(CNe)]™ + ¢é (Les .composés .phénoliques) —— [Fe (CNg)] ™ +Fe™ B

I-2-3-2-2-Mode opératoire :

Le mode opératoire est illustré dans la figure n°16.
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1.25ml d’extraits (100, 200, 300, 400, 500, 600.g/Mml)

1.25ml de tampon phosphate

1
:
«
: (HK>Po. +NaH->Po.)
1.25ml de KsFe(CN) 6 (1%) _______ ’i 0.2M /pH= 6.6
20 min a50°C dans i
un bain- marie !
|
e 1.25ml de TCA (10%)
! Centrifugation
I 10min
1.25ml du Surnageant +1.25ml d’H,0 distillee |
inkatals o
1
|
| 0.5ml de FeCls (0.1%)
:‘_ _______________
:
v

Lecture a700nm

Figure 16 : Protocole d’évaluation du pouvoir réducteur

(Oyaizu ,1986) ) in Ferreira et al., (2007)).

+« Dans le témoin : I’extrait est remplacé par de méthanol.

1-2-3-2-3-Expression des résultats :
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Pour chaque concentration, une absorbance est mesurée et les résultats sont représentés sous

forme de graphique.

I-2-3-3-Mesure de I’activité antioxydants par la méthode ABTS :
Cette méthode permet de déterminer la Capacité Antioxydants en Equivalent Trolox.
1-2-3-3-1-Principe :

Au cours de cette réaction, ce réactif de couleur bleu est reconverti en forme neutre incolore.
La réaction peut €tre suivie par spectrophotométrie. Ce test est souvent désigné sous le nom
de Capacité Antioxydants en Equivalent Trolox (TEAC).La réactivit¢é des différents
antioxydants testés est comparée a celle du Trolox , qui est un analogue hydrosoluble de la

vitamine E .(Barclay et al., 1985).

Le mode opératoire a été réalisé selon le protocole de Re et al., (1999 représenté dans la

figure n°17.

I-2-3-3-2-Mode opératoire:

100l d’extraits

1.9ml d’ABTS"

7min
L’obscurité

S S

Lecture & 734nm

Figure 17 : Protocole de la mesure de I’activité antioxydants par la méthode ABTS.
(Reetal., 1999).
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I-2-3-3-3-Expression des résultats :

Les résultats ont été exprimés en pourcentage d‘inhibition du radical cation ABTS" suivant

cette équation:

[ % d’inhibition du radical cation ABTS'= [(Ac- At) /Ac] *100 ]

X/
L X4

Ac correspond a 1‘absorbance du controle (I’extrait est remplacé par du méthanol).

X/
°

Ar correspond a [‘absorbance du test.
v' Le TEAC « capacité antioxydant équivalente au trolox »,correspond a la concentration

de Trolox (analogue hydrophile de la vitamine E) donnant la meme capacité antioxyd

ant qu’une concentration de IMm du compos¢ testé.
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Chapitrell Résultats et discussions

II-1-Rendement d’extraction pondérale:
Le tableau n° III représente le rendement d’extraction de cinq extraits de nos échantillons :

Tableau n° III : Rendement d’extraction pour les cinq extraits utilisés.

Extrait Le rendement (%)
Extrait aqueux 24.46%
Extrait éthanolique 11.87%
Extrait éthanolique a 70 % 28.06%
Extrait acétonique 4.29%
Extrait acétonique a 70 % 22.41%

D’aprés ces résultats nous constatons que 1’extrait éthanolique a 70 % enregistre un
rendement de 1’ordre de 28.06 % suivi par I’extrait aqueux de 24.26 % et acétonique a 70 %
qui est de 22.41 %. D’autres rendements plus au moins importants ont été¢ observés dans les
extraits éthanolique (11.84%) et acétonique (4.29 %).

Donc on constate que I’éthanol a 70%, 1’eau et I’acétone a 70 % sont les meilleurs extracteurs

pour Hyoscyamus albus ,donc qui y présente une meilleure solubilité (Telli et al., 2010).

I1-2-Les composés phénoliques :
I1-2-1-Dosage des composés phénoliques totaux :
La quantification des composés phénoliques totaux a ¢été faite en fonction d’une

courbed’étalonnage linéaire (y= ax) avec « l’acide gallique» a différentes concentrations
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(annexe). La teneur en composés phénoliques totaux de chaque extrait a été alors calculée a
partir de cette courbe et exprimée en milligrammes équivalent en acide gallique par gramme

de maticre séche. Les résultats obtenus sont présentés dans la figure n° 18.

40 -

]

35 -
30 -
25 -
20 -

15 -

[C] mg EAG / g MS

10 -
5_ ——

; .

E. Aqueux E. EtOH E. EtOH 70% E. Acét. E. Acét. 70%
Extraits

Figure 18 : Concentrations en composés phénoliques totaux de « Hyoscyamus albus »

On remarque d’apres les résultats que la quantité de composés phénoliques varie entre 5 et 35
mg/EAG/g MS. Le taux de composés phénoliques le plus élevé a été détecté dans 1’extrait
acétonique a70% (35.58 + 0.009 mgEAG/g MS), il est 7 fois supérieur a celui obtenu avec
I’acétone (5.40 £ 0,13 mgEAG/g MS).

Donc I’acétone a70% et 1’éthanol a70% sont des solvants trés polaires, ils ont extrait une

quantité un peu plus élevée de polyphénols par rapport aux autres solvants.

Ces différences de teneurs en polyphénols obtenues avec les cinq solvants d’extraction (eau
distillée, éthanol, éthanol a70%, acétone et acétone a70%) sont fonction du ratio de solubilité

entre solvant/soluté.

On conclut que la solubilit¢ des composés phénoliques est fonction de leur degré de
polymérisation, 1’interaction avec les autres constituants et le type de solvant utilisé. (Falleh
et al., 2008).

I1-2-2-Dosage des flavonoides :

La figure n°19 montre le taux de flavonoides obtenus avec les différents solvants et calculés

par rapport a une courbe étalon réalisé avec la quercétine (annexe ).
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[C] mgEQ /g MS
N

o - 7

E. Aqueux E. EtOH E. EtOH 70% E. Acét. E. Acét. 70%

Extraits

Figurel9 : Concentrations en flavonoides par mg EQ /gMS des feuilles de
« Hyoscyamus albus »

D’aprés les résultats obtenus, on remarque que l’extrait éthanolique a70% contient une
concentration plus élevée en flavonoides (5.16t 0.10mgEQ/gMS) par rapport aux autres

extraits ,notamment 1’extrait éthanolique (0.11£ 0.004mgEQ/gMS).

Donc on conclut que I’éthanol a70% est le meilleur solvant extracteur des flavonoides par
rapport aux autres solvants. On remarque que les feuilles d’Hyoscyamus albus sont trés

pauvres en flavonoides .
I1-2-3-Dosage des tannins condensés :

Le dosage des tannins condensés présenté en figure 20 est réalisé en se référant a la courbe
d’étalonnage de la catéchine exprimé en mg d’équivalent par gramme de matiére séche

(annexe).
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25

20 -

15

[C] mg EC / g MS

; |

E. Aqueux E. EtOH E. EtOH70% E. Acét. E. Acét. 70%

Extraits

Figure 20 : Teneurs en tannins condensés des différents extraits des feuilles de
« Hyoscyamus albus ».

D’aprés ces résultats on constate que le taux des tannins condensés le plus élevé est détecté
dans I’extrait éthanolique a 70% (18.65t 0.40EC/gMS) il est 6 supérieur a celui retrouvé
dans I’extrait acétonique (3.88+£0.29 EC/gMS) , les deux extraits (aqueux et éthanolique ) ont
presque les mémes teneurs.

D’apres les résultats obtenus par Alghzeer et ses collaborateurs (2012) on constate que
Hyoscyamus albus (Solanacées) est riche en tannins .

Dans ces dosages on remarque que I’éthanol a 70% et 1’acétone a70% sont les meilleurs
solvants extracteurs, en raison de leur polarité.

D’aprés tous ces résultats on conclut que les feuilles de Hyoscyamus albus sont riches en

polyphénols totaux et en tannins condensés , en revanche ils sont trés pauvres en flavonoides.
I1-3-Evaluation de P’activité antioxydants :

I1-3-1- Activité « scavenging » du radical DPPH. :

La mesure de I’efficacité d’un antioxydant par la méthode du DPPH se fait en mesurant la
diminution de la coloration violette, due a une recombinaison des radicaux DPPHe [Popovici
et al., (2009)].

Les figures n® 21 et 22 illustrent le pourcentage « scavenging » du radical DPPH des

antioxydants standards et nos extraits.
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Figure 21 : Activité scavenging du DPPH en présence d’ antioxydants de références
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Figure 22: Pourcentages de I’activité scavenging du radical DPPH par les extraits des feuilles
de Hyoscyamus albus.

Dans notre travail nous avons étudié 1’activité antioxydants de différents extraits de la

plante : Hyoscyamus albus.
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D’apres les résultats obtenus, on constate que 1’activité anti-radicalaire augmente en

augmentant la concentration.

Les standards employés présentent des pourcentages scavenging allant de 38,23%(BHA) a

98,63% (acide ascorbique).

Par exemple pour I’extrait éthanolique 1’effet scavenging du DPPH est de 98,12% a une
concentrations de 100ug d’extrait /ml de méthanol, il a montré la plus forte activité¢ anti-

DPPH.

I1-3-1-1-Détermination de EC50:

Dans la majorité des études, la réactivité vis-a-vis du radical DPPH est estimée par la
concentration effective EC50 de I’antioxydant (Popovici et al., 2009).

Cette valeur est inversement liée a la capacité antioxydants d'un composé, car elle exprime la
quantité d'antioxydants requise pour diminuer la concentration du radical de 50%. Plus
L'EC50 est faible, plus 'activité antioxydants du composé testé est importante (Villaiio et al.,
2007).

Le tableau n° IV regroupe les valeurs des EC 50 des standards et de nos extraits.

Tableau n° I'V: Valeurs des EC50 des antioxydants standards et des extraits de Hyoscyamus

albus.
Extraits ECso (ng/ml)

Extrait aqueux 78.74
Extrait éthanolique 34.61
Extrait éthanolique a 70% 62.87
Extrait acétonique 80.43
Extrait acétonique a 70% 35.94
BHA 2.17
Acide ascorbique 1.76

L’extrait acétonique de Hyoscyamus albus présente ’EC50 la plus élevée, ce
qui lui confére I’activité anti-radicalaire la plus faible par rapport aux standards.

Par exemple, ’EC50 de I’extrait acétonique (80,43pg/ml) est supérieure
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a celle de I’acide ascorbique (1,76 pg/ml).Tandis que 1’extrait éthanolique représente I’EC50
la plus faible (34.61png/ml) ce qui lui confére 1’activité anti-radicalaire la plus élevée .
I1-3-2- Pouvoir réducteur :

La méthode FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) est basée sur la réduction de
Iion ferrique (Fe’) en ion ferreux (Fe*").
L’activité antioxydants a ét¢ réaliseé¢ en fonction d’une courbe d’étalonnage linéaire (y=ax)

utilisant 2 standards « I’acide ascorbique» et « BHA » a différentes concentrations.

Les figures n° 23 et 24 montrent le pouvoir réducteur des standards et des cinq extraits de

Hyoscyamus albus.

16 -

1,4
1,2

1 .
0,8 -  BHA
0,6 - H Ac. ascorbique
0,4 I
02 1 =

o Ll

10 15 20 25 30 35 40

Concentrations (ug/ml)

Absorbances & 700nm

Figure 23 : Le pouvoir réducteur des standards en fonction de différentes concentrations.
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Figure 24 : Le pouvoir réducteur des extraits de Hyoscyamus albus.en fonction de différentes
Concentrations.

D’apres les résultats obtenus, on constate que le pouvoir réducteur de nos extraits augmente

en augmentant la concentration.

Les standards utilisés possédent le pouvoir réducteur allant de 0.19 a 1.57 respectivement
pour 1’acide ascorbique et BH.

Pour nos extraits (aqueux ,éthanolique, éthanolique a70%, acétonique et acétonique a70%) , le
pouvoir réducteur le plus important a été enregestré dansl’extrait éthanolique a 70% (0.58 )
Les résultats obtenus par Alghzeer et al.,(2012) sur Hyoscyamus albus sont différents de
ceux obtenus dans notre cas : a 500pg/ml I’absorbance obtenue est de 0.35 .

Ceci pourrait étre 1ié a la nature du solvant , ainsi que la méthode d’extraction utilisées ,ce qui

n’est pas précisé dans leur publications .

Ces résultats pourraient étre expliqués par le fait que l'extrait éthanolique présente un pouvoir
réducteur important donc il renferme des molécules ayant un potentiel réducteur donneur

d'¢lectron plus fort, tandis que les autres extraits qui ont montré un pouvoir réducteur moins
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fort peuvent renfermer des substances a potentiel réducteur donneur d'électron aussi moins

fort.
I1-3-3- Mesure de I’activité antioxydants par la méthode ABTS :

Dans cette méthode, la capacité antioxydants est exprimée en équivalent Trolox® (TEAC) ce
qui correspond a la concentration (mmole/l ou mg/l) de Trolox® ayant la méme activité
qu’une méme concentration unitaire de substance a tester. (Miller et Rice-Evans, 1997).

La figure n°25 représente le pourcentage d’inhibition du radical ABTS™ en se référant a la

courbe standard de Trolox.(annexe).
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10 -
Sl B

E. Aqueux E.EtOH E. EtOH E. Acét. E.Acét70% Trolox
70%

% d'inhibition du radical ABTS.+

Extraits (100ug/ml)

Figure 25 : Pourcentage d’inhibition du radical ABTS".

A partir de cette figure, nous constatons que tous les extraits présentent une activité anti
radicalaire inférieure a celle exprimée par le standard a une concentration de 100pg/ml.
L’extrait acétonique a 70% et 1’extrait aqueux présentent des pourcentages de 14.16% et
13.81% respectivement, quant au reste des extraits, ils présentent 12.79% ,12.38 et 10.49%

respectivement pour les extraits éthanoliques a 70% ,éthanolique et acétonique.

II-3-3-1-La méthode TEAC :

La valeur TEAC correspond a la concentration (mmol/l ou mg/l) de Trolox (I’analogue
hydrophile de la vitamine E) ayant la méme activité que la concentration unitaire du composé
a tester.Cette méthode a ¢ét¢ employée dans de nombreux laboratoires en raison de sa
simplicité, de sa rapidit¢ et de sa corrélation avec l'activité biologique des
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antioxydants.(Sanchez-Moreno, 2002). Tableau n° V représente le pouvoir antioxydants des

extraits de Hyoscyamus albus en TEAC.

Tableau n° V : Pouvoir antioxydants des extraits de Hyoscyamus albus en TEAC.

Les extraits TEAC(mME
Trolox/gd’extrait
Extrait aqueux 1.41
Extrait éthanolique 1.44
Extrait éthanolique a 70% 1.58
Extrait acétonique 1.53
Extrait acétonique a 70% 1.66

Solen le tableau n° V, on remarque que la capacit¢ antioxydants équivalente au
Trolox(TEAC) de nos extraits varie entre 1.41mM pour I’extrait aqueux et

1.66mM pour I’extrait acétonique a 70%.

A partir de I’histogramme on remarque que le TEAC le plus élevé est enregistré était avec

I’extrait acétonique a 70%,ce qui implique qu’il possede I’activité anti ABTS la plus efficace.

38



Conclusion



Conclusion

Conclusion

Ce travail s’inscrit dans le cadre de I’extraction des composés phénoliques , dosage de
leur différentes classes ainsi I’évaluation de I’activité antioxydant ( inhibition du radical
DPPH , ABTS" et le pouvoir réducteur) d’une plante médicinale trés peu connue appartenant

a la familles des solanacées « Hyoscyamus albus ».

Differents solvants ont été utilises pour I’extraction des polyphénols a partir des

feuilles de Hyoscyamus albus.

Les résultats obtenus montrent que les meilleurs teneurs en composés phénoliques ont
été obtenues avec I’acétone a 70 % (35.58mgEAG/g MS).

Les teneurs en flavonoides sont plus faibles : elles varient de 0.11mgEQ/gMS pour

I’extrait éthanolique a 5.16mgEQ/gMS pour I’extrait éthanolique a 70 %.

Dans le cas des tannins condensés le meilleur solvant extracteur est I’ethanol a 70 %
qui a permit d’obtenir une teneur de 18.65 EC/gMS.

L’activité antioxydants testée par le biais du radicaux libre synthétique a montré que la
meilleure activité a été obtenue avec I’extrait ethanolique (98,20%), c’est ce méme extrait qui
a donné I’EC50 la plus faible (34.61 pg/ml), ce qui lui confere I’activité radicalaire la plus

importante .

v |l serait souhaitable de réaliser une chromatographie analytique afin d’identifier les
composés phénoliques actifs de la plante.
v De chercher les potentielles activités biologiques in vivo de ces molécules .

v De chercher les activités des alcaloides tropaniques autres que celles actuellement
Connues.

v De réaliser des tests de toxicité, indispensables dans toute évaluation pharmacologique

d’une molécule.
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Annexes



Les préparations du dosage des polyphénols :

Réactifs

Concentrations

Echantillon

Img/mi

Folin-Ciocalteu

2ml/18ml d’eau distillée

Bicarbonate de sodium

1.2g/16ml d’eau distillée

Les préparations du dosage des flavonoides :

Réactifs

Concentrations

Echantillon

Img/mi

Chlorure d’aluminium

26.6ml1/20ml d’eau distillée

Acétate de sodium

80mg/20ml d’eau distillée

Les préparations du dosage des tannins condensés :

Réactifs Concentrations
Echantillon 1mg/ml
Vanilline 1.29/30ml de méthanol
Les préparations de I’activité anti-radicalaire contre le DPPH :
Réactifs Concentrations
Echantillon Img/mi

DPPHa( 0.1mM)

0.35mg/9ml de méthanol

Les préparations de pouvoir réducteur:

Réactifs

Concentrations

Echantillon

1mg/mi

Tampon phosphate composé de
HK,Po, et NaH,Po4

0.7149/26.25ml de méthanol
0.6299/26.25ml de méthanol

Ferricyanure de potassium

0.2629/26.25ml d’eau distillée

Acide trichloracétique

2.625¢/26.25ml d’eau distillée

Chlorure ferrique

10.5mg/10.5ml d’eau distillée
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La courbe d’étalonnage de Trolox.



Pourcentage d’inhibition contre le radical DPPH de cing extraits de Hyoscyamus albus.

Concentration | 5ug/ml 10pg/ml 20pg/ml | 40pg/mi 60pg/ml 80pg/ml | 100pg/ml
%)d’inhibition

de I'extrait 17,30% 27,26% | 27,49% | 3558% | 42,09% | 43,67% | 68,91%
agueux

De I’extrait

, . 22.47% 25,24% 36,77% 52.65% 78,50% 84.04% 98,80%
éthanolique

De I’extrait

, . N 27,49% 33,10% 41,27% 43,44% 48,01% 60,29% 89,96%
éthanolique a

70 %

De I’extrait

, . 16,55% 27.11% 31,01% 38,72% 40,67% 47.34% 57,45%
acétonique

De I’extrait

. 26,74% 28,31% 29,43% 58,42% 77,37% 93,78% 98,12%
acétonique

a70%




Le pouvoir réducteur de cing extraits de Hyoscyamus albus :

Concentration 100pg/ml | 200pg/ml | 300pg/ml | 400pg/ml | 500pg/ml | 600pg/mi
Absorbonce a 700nm de 0,082nm | 0,151nm | 0,162nm | 0,217nm | 0,291nm | 0,378nm
I’extrait aqueux

De I’extrait éthanolique 0,071nm | 0,198nm 0,343nm | 0,367nm | 0,513nm | 0,58m

De I’extrait éthanolique a 70% | 0,051nm | 0,140nm 0,178nm | 0,246nm | 0,248nm | 0,288nm
De I’extrait acétonique 0,115nm 0,164nm | 0,223nm 0,256nm | 0,321nm | 0,35nm
De I’extrait acétonique a70% 0,106nm | 0,205nm | 0,301nm | 0,379nm | 0,444nm 0,557nm
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