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INTRODUCTION

Introduction

L'oxygene est un gaz indispensable a la vie, apparu sur la terre il y a plus de 2 500
millions d’années, simultanément au développement de la photosynthése par les algues
bleues. A I'exception de certains organismes anaérobies et aérotolérants, l'oxygene est
nécessaire a tous les animaux, plantes et bactéries pour produire de I'énergie, mais il
représente paradoxalement une menace pour eux sans restriction de sa réactivité vis a vis
des matiéres organiques par une configuration particuliére, qualifiée de stress oxydant
(Gardés-Albert 2003).

En effet les espéces réactives libérées par 1’oxygeéne sont impliquées dans de
nombreuses pathologies car elles sont considérées comme une source principale dans
I’oxydation des unités fondamentales de la cellule telles que I’ADN, les protéines ou
encore les lipides.

Pour échapper aux conséquences du stress oxydant, il est nécessaire de rétablir
I’équilibre de la balance oxydants /antioxydants et pour assurer les performances
physiologiques et biologiques au sein de 1’organisme (Laguerre et al., 2007).

Actuellement, les produits naturels, notamment ceux d'origine végétale constitue une
source importante d'agents thérapeutiques, environ 25-30% de tous les médicaments sont
dérivés des produits naturels (des animaux, des bactéries et des champignons), notamment
les plantes, car ces derniéres sont capables de produire de nombreux métabolites
secondaires parmi lesquels on distingue les alcaloides et les composés phénoliques. Avec
leurs diversités structurales remarquables, ces derniers, également appelés polyphénols,
constituent une richesse largement exploitée par les industries agro-alimentaires,
cosmeétiques et pharmaceutiques. Les polyphénols sont présents dans toutes les parties de
la plante. Ils entrent dans la composition des produits de consommation les plus courants,
en particulier les fruits et légumes (Muanda, 2010).

Hyoscyamus albus est une plante médicinale qui appartient a la famille des
Solanacées. Elle est utilisée pour ses nombreuses propriétés pharmacologiques
(antioxydante, anti-inflammatoire, et hépatoprotectrice).

C’est dans ce contexte que s’inscrit ce présent travail dont I’objectif essentiel
consiste a déterminer dans les extraits de la partie aérienne de Hyoscyamus albus les
fractions ou composés susceptibles de bloquer I’action des ERO et de protéger I’organisme
contre les dommages oxydatifs qu’elles peuvent induire en utilisant des systémes

chimiques et biologiques in vitro.
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La partie théorique traite des généralités sur la plante Hyoscyamus albus ainsi que

sur les différents radicaux libres de I’oxygéne et leurs impact consécutif au niveau
cellulaire mais aussi les différents systémes dont 1’organisme dispose a fin de neutraliser
et contrer 1’action des radicaux libres.

La partie pratique sera focalisée sur une analyse quantitative et qualitative du
contenu en phénols totaux, en flavonoides et en tanins condensés ainsi qu’en alcaloides des
extraits éthanoliques et alcaloidiques de la plante. Et puis une caractérisation de 1’activité
antioxydante  vis-a-vis du radical libre relativement stable (DPPH) et du radical
cationique (ABTS ™).
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I.1. Généralités sur Hyoscyamus albus (la jusquiame blanche)

1.1.1. Généralités sur les jusquiames

Les jusquiames sont des plantes appartenant au genre Hyoscyamus et a la famille des
Solanacées. Ce genre comprend 15 espéces annuelles, bisannuelles ou vivaces, dont plusieurs
sont employées en médecine (Guignard, 1998). Parmi elles on trouve : la jusquiame noire
(Hyoscyamus niger), la jusquiame blanche (Hyoscyamus albus) représentée dans la figure 01,
la jusquiame dorée (Hyoscyamus aureus) et la jusquiame d'Egypte (Hyoscyamus muticus)
(Alphonse, 1864).

Figure 01: La plante de Hyoscyamus albus [1].

1.1.2. Historique et légende

Les jusquiames ont une histoire riche de légendes et de superstitions, utilisées pour
leurs propriétés médicinales depuis des millénaires.

En 1550 av. J.C., la jusquiame est mentionnée sur le papyrus Ebers de I'Egypte
pharaonique, ou elle voisine avec I'opium et le chanvre. Elle est connue et utilisée comme un
poison violent (Mazars, 2002).

Hyoscyamus albus est I’une des plantes hallucinogeénes les plus importantes d'Europe,
elle était utilisée a des fins divinatoires ou pour des fumigations rituelles dans la Grece
antique (Schultes et Hofmann, 1993).

La scopolamine est un alcaloide toxique de la plante, elle fait perdre la volonté et elle
est responsable d'une amnésie antérograde. Elle a été utilisée comme «sérum de vérité»

pendant la seconde guerre mondiale (Goullé et al., 2004).



http://fr.wikipedia.org/wiki/Solanac%C3%A9e
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1.1.3. Description botanique

La jusquiame blanche est une plante herbacée annuelle ou bisannuelle, qui mesure de 30
a 90 cm de hauteur, rameuse, visqueuse et velue, qui dégage une odeur forte. Les feuilles
entieres irrégulierement dentées sont ovales et longues 5 a 10 cm sur la partie supérieure,
pétiolées et allongées. Les fleurs sont de longueur de 1 a 3 cm, bilabiées et disposées en
cymes scorpoides. Le calice est trés velu, campanulé, et divisé en 5 dents. La corolle est
blanchatre ou d’un jaune trés pale (Figure 02). Le fruit est une capsule contenant plusieurs
graines blanches, enfermées dans le calice (Schultes et Hofmann, 1993 ; Alphonse, 1864 ;

Goullé et al., 2004).

les fleurs <

Figure 02: Les différentes parties de la jusquiame blanche [2, 3].

I.1.4. Localisation

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 (Alghazeer et al., 2012). Elle se retrouve aussi en Algérie (Bejaia,
Annaba).
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1.1.5. Taxonomie
Tableau | : La classification de Hyoscyamus albus (Palazon, 2008 ; Michel, 2001).

Régne Végétale
Embranchement Magnoliophyta (angiospermes)
Classe Dicotylédones
Ordre Solanales
Famille Solanaceae
Genre Hyoscyamus
Espece Hyoscyamus albus

Noms vernaculaires: white henbane (anglais) / sikran ou gengit (arabe) / bounarjouf ou

taylout (kabyle).

1.1.6. Composition chimique

L’analyse phytochimique réveéle la présence d’alcaloides tropaniques, stéroides,
terpenoides, le 2,3-dimethylnonacosane et une grande quantité de composés phénoliques
(dans les extraits méthanoliques) tels que les flavonoides, tanins condensés et saponines
(Benhouda et Yahia, 2014 ; Mahmood et al., 2001).

La jusquiame contient de 0,2 a 0,5 % d'alcaloides, majoritairement sous forme de L-
hyoscyamine mais également sous forme d'atropine et de scopolamine. La L-hyoscyamine et
I'atropine représentent 67 % des alcaloides totaux de la plante seche, et la scopolamine 33 %
(Goullé et al., 2004 ; Guignard, 1998).

1.1.7. 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 systéeme nerveux (Benhouda et Yahia, 2014).
- Les flavonoides exercent des activités antioxydantes, anti-inflammatoires et hépato-
protectrices (Tapas et al., 2008), aussi ils ont un réle comme analgésique en ciblant

les prostaglandines (Ferdous et al., 2008).
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- Lestanins de la jusquiame jouent un réle dans I’activité anti-nociceptive (Vanu et al.,
2006).

- L’hyoscyamine et la scopolamine sont utilisées en médecine, & savoir en
ophtalmologie, 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
anticholinergiques (Strauss, 1989).

1.1.8. Effet toxique

Chez I'hnomme, ces alcaloides conduisent en cas d'intoxication a un syndrome anti
cholinergique. Les principaux signes cliniques sont: mydriase, sécheresse cutanée et
muqueuse, vasodilatation, tachycardie, agitation, hallucinations, convulsions, coma et
dépression respiratoire (Goullé et al., 2004).

Les doses toxiques d'atropine produisent une stimulation centrale avec agitation,
irritabilité, désorientation, hallucinations ou délire. 1l 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 and Taylor, 2006).

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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|.2. Espeéces réactives de I’oxygéne

1.2.1. Définition

C’est une espece chimique, molécule ou simple atome, capable d'avoir une existence

indépendante en contenant un ou plusieurs électrons célibataires. Cela lui confére une forme
instable et une grande réactivité donc une demi-vie tres courte. En effet, cette espéce aura
toujours tendance a remplir son orbitale en captant un électron pour devenir plus stable, il va

donc se réduire en oxydant un autre compose (Halliwell, 1996).

1.2.2. R6les physiologiques des espéces réactives

En situation physiologique, les espéces réactives oxygénées (ERO) sont formées en
continu dans I’organisme. Ainsi, les radicaux libres (RL) générés de facon permanente par le
métabolisme normal de I’oxygene, ils ne sont pas seulement des produits agressifs mais aussi
des modulateurs des voies de signalisation et de 1’expression de génes qui participent a
I’homéostasie vasculaire. Ils jouent le réle de messager pour la cellule, dans 1’apoptose et

dans la défense contre les infections (Human, 2002).

1.2.3. Les différents dérivés réactifs de I’oxygene

Parmi toutes les espéces radicalaires susceptibles de se former dans les cellules, il
convient de distinguer un ensemble restreint de composés radicalaires qui jouent un role
particulier en physiologie qui sont les radicaux primaires qui dérivent de I'oxygéne ou de
I’azote par des réductions avec un électron (Yoshikawa, 2000). Alors que les radicaux
secondaires, se forment par réaction de ces radicaux primaires sur les biomolécules de la
cellule.

D'autres especes dérivées de I'oxygene dites especes actives de I'oxygene, ne sont pas
des RL, mais elles sont aussi réactives et peuvent étre des précurseurs de radicaux (Favier,
2003).
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1.2.3.1. Les dérives primaires de I’o0xygéne

Tableau I1: Les principaux dérivés primaires de 1’0xygene.

Les dérivés primaires non radicalaires

Le peroxyde
d’hydrogéne H,0O;

Ce n’est pas un radical libre a proprement parler mais une molécule car
tous ses électrons périphériques sont appariés. Cependant, il peut
générer des radicaux hydroxyles HO™ en présence de cations métalliques
tels que Fe®* (réaction de Fenton), ou de Cu* (Belkheiri, 2010).

H,0, + Fe?* (Cu") — HO®+ OH+ Fe%* (Cu®) 1)

L’oxygéne singulet

10,

Il peut étre produit par plusieurs réactions biochimiques d’oxydation
incluant la peroxydase et la lipooxygénase, par la réaction entre divers
ERO ou en présence de la lumiére. Bien qu’il ne soit pas un radical, il
joue un réle dans le vieillissement cutané et certaines maladies liées a
I’age (Choe et Min, 2005 ; Hennebelle, 2006).

Fie

O O )

L’acide

hypochlorique

Cette espece est produite par La myéloperoxydase, enzyme qui convertit
le peroxyde d’hydrogéne en acide hypochlorique (HOCI) dans le
phagosome des neutrophiles polymorphonucléaires a des concentrations
physiologiques. Ce dernier peut réagir avec les fonctions aminées des

superoxyde 02"

HOCI protéines pour former des chloramines (Martinez, 2004).
H,0,+ H" + CI"— H,0 + HOCI (3)
Espéces radicalaire de I’oxygene
Le radical | Le radical superoxyde est produit a partir de I’oxygeéne moléculaire,

principalement par les cellules phagocytaires (neutrophiles, monocytes,
macrophages, éosinophiles), et il participe a l'inactivation des virus et
bactéries (Nohl, 1994).

Le
hydroxyle OH’

radical

Agent trés oxydant, il peut étre produit a partir de I'eau par les radiations
ionisantes dans tous les organismes vivants mais il est surtout formé par
la réaction de Fenton (Mc Cord, 1993) a partir d'H,0,.

Fe** +H,0, —» OH +OH +Fe’

(4)

Le radical
hydroperoxyle
HO,'

C’est la forme protonée de I’anion superoxyde. L’anion superoxyde est
en équilibre constant avec le radical hydroperoxyle (HO;") qui est

beaucoup plus oxydant que lui (Hool et clin, 2006).
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1.2.3.2. Radicaux secondaires de I’0xygéne
> Le radical peroxyle RO’

C’est un radical secondaire issu de I’addition de I’oxygéne sur les radicaux centrés sur
le radical R". Sa réactivité se situe entre le radical anion superoxyde et le radical hydroxyle
(Rezaire, 2012).

> Le radical secondaire alkoxyle RO’

Le radical alkoxyle est produit suite a la décomposition de 1’hydroperoxyde RO;H, issu
de I’oxydation du substrat RH, par des cations métalliques (Rezaire, 2012).

Les origines des différents RL et ERO ainsi que leurs cibles moléculaires sont

représentés dans la figure 03.

Lumiere UV oxydases

‘0 |[e—— |0, —

H,0,

Oxygéne singulet Oxygéne . ‘eroxyde d'hydrogénes
Superoayde

Arginine Cycles redox dismutascs mydloperoxidase
N/\l )"l' 0N

mitochondrie

NO' 0, HOCI

Fele
Monoxyde d'azote Anion superoxyde
ONOO » | OH’
peroxynitrite Radical hydroxyle
Nitration des Activation Oxydation Peroxydation  Oxydation de
protéines des cascades des protéines lipidique I'ADN

de kinases

—

Figure 03 : Origine des différents radicaux libres oxygénés et espéces réactives de

I’oxygene impliqué en biologie (Favier, 2003).
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1.2.3.3. Les especes réactives azotées (ERN)

Tableau 11 : Les différentes especes réactives de 1’0xygeéne.

Espeéces radicalaires azotées

Le monoxyde | C’est un second messager de courte vie qui diffuse rapidement a partir

d’azote (NO) de son site de production et qui remplit un réle vasodilatateur (Hobbs

et al., 1999 ; Alderton et al., 2001). Il reagit tres rapidement avec

O," pour former ONOQ" et avec O, pour former N,O, (Deby, 2009a).

C’est un oxydant faible incapable de nitration (Serteyn et al., 2002).
Especes non radicalaires de I’azote

Le  peroxynitrite | Il est non radicalaire, instable et tres oxydant, comme HOCI (Serteyn
(ONOO) et al., 2002). Sa formation est endogéne et aurait lieu dans les
macrophages, les neutrophiles, les cellules endothéliales et les
mitochondries (Serteyn et al., 2002 ; Deby, 2009a).

NO’ + O,” — ONOO - %)

Le dioxyde d’azote | Abondant dans les polluants de 1’atmosphere des villes, se formerait
NO,' aussi in vivo par réaction entre NO°, O, et NO,. Le NO;" attaque les
doubles liaisons des acides gras non- saturés et les transforment soit
de cis- en trans, soit par nitration. Le NO," s’additionnerait aux
doubles liaisons d'autres molécules (Deby, 2009a).

2NO" + O, — 2 NO, (6)

1.2.4. Les sources endogénes des ERO
1.2.4.1. La NAD(P)H oxydase

La NAD(P)H oxydase est une enzyme membranaire qui catalyse la réduction de

I’oxygeéne selon :

NAD(P)H +2 0, — NAD(P)"'+ H" +2 O, (7)

Les cytochromes P450, accepteurs terminaux d'électrons du complexe (1V) de la chaine

de transport des électrons, situés dans la membrane mitochondriale, catalysent la réaction :

02+4e-+4H+—>2H20 (8)

Cette chaine de transport laisse fuir une certaine proportion d'électrons, environ 2 %, qui
vont réduire partiellement I'oxygéne pour aboutir a la formation du radical superoxyde
(Delattre et al., 2005b). Selon 1’équation :

O,+1e-— 0Oy 9
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1.2.4.2. La mitochondrie

L’oxydation des acides carboxyliques dans le cycle de Krebs libére de 1’énergie qui est
transportée par des électrons de haut niveau d’énergie sur les FAD et NAD" sous forme des
réducteurs FADH, et NADH. Ces électrons perdent progressivement leur énergie en
traversant la chaine de transport d’électrons située dans la membrane interne de la
mitochondrie. Leur ultime role est de réduire 1’oxygéne moléculaire d’un coup, en produisant

de I’eau, sans former des composées intermédiaire (Deby, 2009b).

1.2.4.3. La xanthine-oxydase
La xanthine-oxydase joue un rdle important dans la production des ROS
(particulierement O, et H,0,), lors de I’ischémie/reperfusion (Mabile, 1997 ; Bartosz, 2003).

Xanthine + 201 + H20 ——2 . Acide urique + 202~ + 20~ | (10

Réactions oxydatives Respiration
de détoxification

mb interne mitochondriale

R.E. monoamile.oxydase
mb nucléaire
péroxysomes

xanthine oxydase

Phagocytose NO synthases

(NO)

lipoxygénases/ Fe

mb plasmique
phagosomes
lysosomes

cyclooxygénases

NAD(P)H oxydases

@
005

molécules exogénes

(médicaments, pesticides...)

Figure 04 : Principaux sites cellulaires de productions des ERO (Sekli-belaidi, 2011).

1.2.5. Sources exogenes des espéces réactives de 1'oxygene et de ’azote

Elles sont surtout d’origine physique et chimique (ex. radiations X ou gamma, UV:315
a 400 nm), radiolyse de 1’eau, réactions photochimiques (Belkheiri, 2010).

Les facteurs environnementaux incluant des agents cancérigenes non-génotoxiques
peuvent directement, ou indirectement, étre impliques dans la génération de radicaux libres

(xénobiotiques, activation des leucocytes) (Martinez, 2004).




SYNTIESE BIBLIOGRAPIIQUE

L’oxyde d’azote (NO) et le dioxyde d’azote (NO;) présents dans notre mode de vie

(tabagisme, radiations ionisantes, champs électriques, polluants industriels..), ainsi qu’une
alimentation « chimiquée » (raffinée, riche en graisses saturées et en sucre, consommation
d’alcool...), sont autant d’¢léments favorisant la genése de radicaux libres (Mena et al.,
2009).

1.2.6. Le stress oxydatif
1.2.6.1. Définition

Le stress oxydatif apparait dans une cellule quand I'équilibre entre les espeéces pro-
oxydantes et antioxydantes est rompu en faveur de I'état pro-oxydant. La rupture de cet
équilibre est dle a la promotion d'especes actives de I'oxygeéne, ou radicaux libres oxygénés
(Gutteridge, 1995 ; Halliwell, 1996). On distingue deux types de stress : le stress biotique et
abiotique (Béguel, 2012).

Dans les systemes vivants, la production des radicaux libres oxygénés se fait de maniere
continue. Toutes les molécules biologiques possédant des doubles liaisons sont
particulierement affectées par les radicaux libres, entrainant de tres grande réactivité de ces
especes chimiques vis-a-vis des lipides, des protéines et de I'ADN. C'est pourquoi les effets
des radicaux libres sont retrouvés dans tout I'organisme et dans des pathologies trés variées
(Goudable et Favier, 1997 ; Favier, 2003).

1.2.6.2. Conséquences biochimiques du stress oxydatif

1.2.6.2.1. Oxydation des lipides

Les lipides et principalement leurs acides gras polyinsaturés sont la cible privilégiée de
I'attaque par le radical hydroxyle capable d'arracher un hydrogéne sur les carbones situés entre
deux doubles liaisons, pour former un radical diene conjugué, oxydé en radical peroxyle
(Figure 05). Cette réaction appelée la peroxydation lipidique (Esterbauer et al., 1992).
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Figure 05 : Mécanisme en chaine de la peroxydation des acides gras polyinsaturés et nature

radicalaires. C’est le cas de nombreuses enzymes

des produits terminaux formés (Favier, 2003).

1.2.6.2.2. Oxydation des protéines

Les protéines a groupement sulfohydroxyle (SH) sont les plus sensibles aux attaques

ainsi étre oxydées et inactivées. D’autres 1ésions

cellulaires et protéines de transport qui vont

irréversibles conduisent a la formation d'un

intermédiaire radicalaire, aboutissant a la perte des fonctions biologiques des protéines

(Figure 06) (Favier, 2003).

Tou
Hydroxyls p-oH

s les acides aminés

Carbonyls Rg-H. RG-R'. Protéine native Histidine
o o Cystéine
Disulfide cys-S-S-cys Lysine
Methionine sulfoxide Meso
Lysine
—~ S Arginine Conjugaison avec des
_ produits de péroxydation
Produits d'Amadori _ lipidique (¢.g FINE, MDA)
ox
N
> AGEs AN S '\/C\
O N—R* R—NH —CH2 —C00 o © .k‘ o ©
3 " Carboxymethylysine owm? ,\ox\
x " NS

Pentosidine

Figure 06: Oxydation des protéines par les ERO (Mputu KANYINDA et al., 2014).
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1.2.6.2.3. Oxydation de ’ADN
Les bases qui composent I'ADN, et particuliérement la guanine, sont sensibles a

I'oxydation. L'attaque radicalaire peut étre directe et entrainer I'oxydation du désoxyribose et

des bases, engendrant un grand nombre de bases modifiées (Figure 07) (Favier, 2003).
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Figure 07 : Lésions de I’ADN formées par attaque radicalaire du patrimoine génétique des
cellules (Favier, 2003).

1.2.6.3. Pathologies dies au stress oxydant

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

(Montagnier et al., 1998). Les plus fréguentes sont citées dans le tableau 1V :
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Tableau IV: Les maladies causées par le stress oxydatif.

Maladies Explication Références
Le rble du stress oxydant dans les mécanismes de mort | (Christen, 2000)
Maladies cellulaire au cours des maladies neurodégénératives est

neurodégénératives

évoque depuis plusieurs années. Parmi ces affections, la
maladie d’Alzheimer, la sclérose latérale amyotrophique

et la maladie de Parkinson sont les plus fréquentes.

Cancer

Il a été démontré que ni Oy", ni H,O, ne pouvaient
réagir avec le désoxyribose ou les bases de I’ADN, ce
qui suggeére que le radical OH' serait le principal

responsable des dégradations observées.

(Sekli-belaidi, 2011)

Cataracte

Le stress oxydant a aussi été évoqué dans la survenue de

la cataracte qui est la premiére cause de cécité.

(Sekli-belaidi, 2011)

Allergie

Dans le cas de I’asthme et de rhinite allergique, les
¢osinophiles releguent des médiateurs de I’inflammation
O,".
pathologies, les ERO interviennent sur le site de

notamment le radical Ainsi, dans toutes les

I’inflammation.

(Lupu et al., 2010)
(Cooper et hall,

1993)

Athérosclérose

I1 est actuellement admis que 1’athérosclérose est liée a
la peroxydation des LDL qui conduit & la genese de la
plaque athéromateuse.

(Nezamzadeh et al.,
2007)

1.3. Les systemes antioxydants

Certaines molécules présentes dans I’organisme ont des propriétés anti-radicalaires. Ces

antioxydants sont pour la plupart apportés par 1’alimentation, d’ou I’attention portée aux

aliments dans le renforcement du systéme de défense contre le stress oxydant.

1.3.1. Définition

Les antioxydants agissent par échange ou appariement d’électron célibataire. Ils sont

capables d’inactiver les espéces réactives de 1’oxygene par des processus d’oxydo-réductions.

I1 s’agit en quelque sorte de substance a effet tampon : lorsqu’elles sont présentes dans des

zones de risque, comme les membranes cellulaires, certaines protéines et I’ADN (Human,

2002).
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1.3.2. Les systémes antioxydants enzymatiques et non enzymatiques

Tableau V: Les deux types de protection antioxydants de I’organisme : les systémes

enzymatiques et les nutriments antioxydants (Pastre, 2005).

Superoxyde dismutase Vitamine E

Glutathion peroxydase Vitamine C

Catalase(s) Caroténoides ( lycopene, luteine,...), taurine
Lipases, protéases, endonucléases Polyphénols

Albumine, ferritine Minéraux et oligo-éléments

1.3.2.1. Les antioxydants non enzymatiques

D’autres substances exogenes apportées par 1’alimentation, telles que la vitamine E
(tocophérol), la vitamine C (acide ascorbique), ou les caroténoides agissent en piégeant les
radicaux et en neutralisant 1’électron non apparié, les transformant ainsi en molécules stables
(Pincemail et al., 2002 ; koechlin—ramonatxo, 2006). La vitamine piégeuse devient a son
tour un radical qui sera détruit ou régénéré par un autre systéeme (Tableau V) (Pincemail et
al., 2002).
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Tableau VI: Les différents antioxydants non enzymatiques et leurs mécanismes d’actions.

Molécules Structure Mécanismes d’action

Vitamine E o -Lutte contre la peroxydation lipidique.
HC \/&CHB -Les tocophérols (TOH) cédent aux (ROOe) un atome
| d’hydrogéne phénolique et sont transformés en radicaux
e O H CH, H CH tocophéryles (TOe) capablent de réagir avec d’autres formes
WCHa radicalaires pour former des produits stables (Rietjens et al.,

2002).

Vitamine C - Capte les anions superoxydes, hypochlorites, hydroxyles

et I’oxygene singulet.

- in vitro, il inhibe la peroxydation lipidique avant
I’intervention de la vitamine E.

- Il protege les membranes vis a vis de [Dattaque
peroxydative, en piégeant efficacement les radicaux
peroxyles ROO' dans la phase aqueuse, avant qu’ils puissent

initialiser les peroxydations (Pastre, 2005).

Caroténoide

Ils agissent en tant qu’antioxydants selon plusieurs
mécanismes par exemple, bloquer les chaines de réactions
radicalaires, selon les équations suivantes :

BC + ROO — BC

BC +0, <«+—BC-O

BC + ROO'— Produits inactifs (Pastre, 2005)

Les oligoéléments

Sélénium

OMe

Il entre dans la constitution de la glutathion peroxydase
(GPx). Cette enzyme séleno-dépendante participe au
recyclage du glutathion et réduit la peroxydation lipidique en
catalysant la réduction du peroxyde d’hydrogéne (Di
silvasrto, 2000).

Zinc

- Limitation de la production endogéne de RL.
-Participation a la structure et a la fonction du SOD (Di
silvasrto, 2000).
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1.3.2.2. Les antioxydants enzymatiques

Les antioxydants enzymatiques (le superoxyde dismutase, la catalase, la glutathion
peroxydase et la glutathion réductase) sont considérés comme la premiére ligne de défense de

notre organisme contre les ERO (Blandine, 2006).

1.3.2.2.1. La superoxyde dismutase (SOD)

La SOD est une des plus importantes enzymes cellulaires possédant une fonction anti-
oxydante la plus importante dans toutes les cellules vasculaires car elle catalyse la dismutation
de I'anion superoxyde en eau oxygénee. L’absence de cette enzyme peut étre létale (Soulere
et al., 2002 ; Salvayre, 2003).

2H +2 Oz.- — H,0, + Oy (11)

1.3.2.2.2. La catalase

La catalase est une enzyme intracellulaire, localisée principalement dans les
peroxysomes. Elle catalyse la réaction de détoxification du H,O, (généralement produit par la
SOD). Elle est surtout présente au niveau des globules rouges et du foie (Soulére et al.,
2002 ; Salvayre, 2003).

2 H,0, - 2H,0 + 0O, (12)

1.3.2.2.3. Le glutathion
» La glutathion peroxydase
Ou GPX est une enzyme tétramérique permettant également la décomposition du H,0,
produit de maniere continue dans I’organisme. Elle agit plus lentement que la catalase mais

elle a une meilleure affinité pour le H,O, que cette derniére (Deby, 2009a).

H,0, + 2 GSH — 2 H,0 + GSSG (13)

ROOH + 2 GSH — ROH + H,0 + GSSG (14)

» La glutathion réductase (GR)
Elle n’est pas une enzyme antioxydante proprement dite dans le sens ou elle n’a pas
d’action directe sur les ERO. En revanche, elle a un réle tres important dans la réduction du
glutathion, puissant antioxydant et co-substrat de la GPX. La GR permet la régéneration du

glutathion sous sa forme réduite via la consommation de NADPH, évitant ainsi la synthése de

novo du glutathion (Deby, 2009a).
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GS-SG + NADPH + H' — 2 GSH + NADP* (15)

> Laglutathion S-transférase (GST)

Elle a également une action indirecte sur la détoxification des ERO puisqu’elle permet
le transport du GSH vers les compartiments cellulaires subissant des dommages oxydatifs.
Elle permet la liaison du GSH a certains xénobiotiques ainsi qu’aux aldéhydes issus de la
peroxydation lipidique. Elle joue un rdle central dans la détoxification des ERO par le GSH
(Beguél, 2012).

Les sites d’actions des systemes antioxydants sont résumés dans la figure 08.

Caroténoides -

,  Vitamine C et E
% + caroténoides

Vitamine E
Cu/In
SOD

Catalase

S 2 Glutathion
Vitamine E péroxydase
+ caroténoides

Figure 08 : Sites d’action des nutriments antioxydants (en rouge) et des enzymes

antioxydantes (en noir) (Opara, 2002).

1.3.3. Les polyphénols

Les composés phénoliques, ou polyphénols, constituent une famille de molécules
organiques largement présentes dans le regne végétal. On les retrouve dans les plantes, depuis
les racines jusqu’aux fruits, et ils font donc partie intégrante de notre alimentation. Ce sont
des métabolites secondaires produits par les plantes pour interagir avec les autres végétaux et

les animaux (Rezaire, 2012).
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1.3.3.1. Structure

Les phénols sont des molécules qui contiennent un ou plusieurs noyaux aromatiques

avec un ou plusieurs groupes hydroxyles (OH). Ils peuvent étre extraits a partir de plantes ou

synthétiques (Bouguerne, 2012).

1.3.3.2. classification

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
regne végétal (Tableau VII).

Tableau VII: Les principales classes des composés phénoliques.

Squelette carboné Classe Structure de base

Cs Phénols simples @/””

Cs-Cy Acides hydroxy benzoiques ©/* ooH

Cs-C3 Acides hydroxy cinnamiques @/\\.coon
Coumarines

Cs-Cy Naphtoquinones

Cs-C,-Ce Stilbénes O N O

o M

C6-C3-Cq Flavonoides O

(Ce-Ca)n Lignines

(C6-C3-Co)n Tanins condensés

1.3.3.2.1. Les flavonoides

Le terme flavonoide rassemble de nombreux composés naturels répartis en plusieurs
classes dont les plus importantes sont les flavones, les flavanols, les flavanones, les
isoflavones et les anthocyanes. Les propriétés chimiques de ces composés varient suivant leur
classe, leur degré d’hydroxylation, le degré de méthoxylation et le niveau de glycosylation
(Anderson et al., 1995 ; Nkhili, 2009).
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Figure 09 : Squelette de base des flavonoides (Nkhili, 2009).

1.3.3.2.2. Les tanins

Les tanins sont un groupe de polyphénols a haut poids moléculaire. Ce sont des
molécules fortement hydroxylées et peuvent former des complexes insolubles lorsquils sont
associes aux glucides, aux protéines et aux enzymes digestives, réduisant ainsi la digestibilité
des aliments. Ils peuvent étre liés a la cellulose et aux nombreux éléments minéraux (Alkurd
et al., 2008 ; Anderson et al., 1995).

» Les tanins hydrolysables

Ces tanins sont des diméres d’acide gallique (I’acide hexahydroxydiphénique)

condenses sur un dérivé glycosyle. lls subissent facilement une hydrolyse acide et basique ou

encore sous une action enzymatique et par 1’eau chaude (Figure 10) (Conrad et al., 1998).

OH
4 HOOC A __on
Ho—{ 0}‘;)g—xvo l'\\/ ] _—
o o o | I _OH
HO O= O U l
R T ‘OH
J N 5
HO™ Y TOH 2O
OH
2
Taragallotanin l/ ]1
(gallotanin esténifié par I'acide quinique) HO™ \‘T ~OH
al*]

Figure 10: Structure chimique des tanins hydrolysables (Bruneton, 2009).

» Les tanins condenses
Appelés aussi proanthocyanidines ou procyanidines, de masse molaire élevée. lls
résultent de la polymérisation auto oxydative ou enzymatique des unités de flavan-3,4-diols
liées majoritairement par les liaisons C4-C8 des unités adjacentes, et se nomment ainsi pro

anthocyanidines de type B (Figure 11) (Dykes et Rooney, 2006).
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I

Figure 11 : Structure chimique des tanins condensés (Guignard, 1998).

1.3.3.2.3. Les acides phénoliques

On distingue deux sous groupes: les dérivés d’acide benzoique et les dérivés d’acide
cinnamique. Les acides hydroxybenzoiques sont a la base de structures complexes comme les
tanins hydrolysables présents dans les fruits rouges (Manach et al., 2004). Les acides
hydroxycinnamiques sont plus abondants que les acides hydroxybenzoiques. Ils sont

principalement composés d’acide coumarique, caféique, férulique et sinapique (Figure 12)

(El Gharras, 2000).

0] (o]
HO X OH H X OH
HO HO HO’ OH
H H OH
Acide caféique Acide coumarique Acide Gallique
0]

O

o
05 OH
O 2
~
OH :Q/\)\()H
HO . N
HO Acide sinapique

e -
H Acide férulique

0\ O
OH

OH Acide vanillique
HO\,N‘/ Acides benzoiques

OH  Trans-resveratrol

Acides cinnamiques

Figurel2: Les acides phénoliques et le trans-resvératro (Kochetova et al., 2007).
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1.3.3.3. Principales activités biologiques des polyphénols

Les polyphénols sont connus pour leur activités biologiques, a savoir : les activités
antibactériennes, antifongiques, antivirales (Xia et al., 2011) et I’activité anti-inflammatoire
(Udenigwe et al., 2008).

Cependant, ces dernieres années, une importance particuliére a été accordée aux

propriétés antioxydantes des flavonoides, Plusieurs mécanismes ont été décris :

1.3.3.3.1. Piégeage direct des radicaux libres

Les flavonoides possédent une structure chimique aromatique permettant une
délocalisation électronique importante, donc une stabilisation de leurs formes radicalaires
(Figure 13). A cause de leur faible potentiel redox, les flavonoides (Flav-OH) sont thermo
dynamiguement capables de réduire les radicaux libres oxydants (R") comme le superoxyde,
le radical peroxyle, le radical alkoxyle et le OH" par transfert d’hydrogéne (Javanovic et al.,
1994).

OH o

i il I B

(8] (8

Figure 13 : Réaction des flavonoides avec les ERO (Densiov et Afanas’ev, 2005).

1.3.3.3.2. Chélation des ions métalliques

Les ions du fer (Fe**) et du cuivre (Cu®") sont essentiels pour certaines fonctions
physiologiques. lls peuvent étre, soit des constituants des hémoprotéines, soit des cofacteurs
des différentes enzymes du systeme de défense antioxydant (par exemple, Fe pour la catalase,
Cu pour la cerruloplasmine, Cu et Zn pour la superoxyde dismutase). Mais ils sont aussi
responsables de la production du radical hydroxyle (Pietta, 2000).

Les flavonoides sont considérés comme de bons chélateurs de ces ions métalliques
(Morris, 1995). Les études menées par Van Acker et ses collaborateurs (1996) sur la
chélation du fer par certains flavonoides, ont pu ressortir les sites potentiels pour la chélation

des ions métalliques (Figure 14) (Heim et al., 2002).
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Figure 14: Les flavonoides et leurs sites proposés pour la chélation des ions métalliques
(Pietta, 2000).

1.3.3.3.3. Inhibition enzymatique

Les flavonoides sont capables d’inhiber une large gamme d’enzymes génératrices du
02" et d’autres ERO, comme la xanthine oxydase, la protéine kinase C, la cyclooxygenase,
lipooxygenase, monooxygenase microsomal, et la glutathion S-Transferase. Les flavonoides
ayant une moitié catéchol sur le cycle B inhibent la succinoxidase mitochondriale et la NADH
oxydase (Figure 15) (Pietta, 2000 ; Densiov et Afanas’ev, 2005).

HO

OH {

JH’

Figure 15 : Les éléments essentiels pour I’activité antioxydante des flavonoides (Chebil,
2006).

1.3.4. Les alcaloides
1.3.4.1. Définition

Les alcaloides sont des substances organiques produites par les plantes comme
métabolites secondaires le plus souvent d’origine végétale mais aussi animale. Ce sont des
bases, qui contiennent au moins un atome d’azote dans un systéme hétérocyclique et

possédant des propriétés physiologiques a faible dose (Hesse, 1981 ; Fournier, 2001).
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1.3.4.2. Classification
Les alcaloides sont classés selon leur forme et leur origine (tableau VI11) (Ghedjati,
2014 ; Aniszewski, 2007).

Tableau VIII : Les différents types des alcaloides classés selon la forme et I’origine.

Type Définition Exemples

Les alcaloides vrais lIs dérivent d’acides aminés et Atropine
comportent un atome d’azote dans un Hyoscyamine
systeme hétérocycligue. Scopolamine

Les proto-alcaloides Ce sont des amines simples et ils ne Stachydrine
possedent pas un azote intra-cyclique. Hordenine

Les pseudo-alcaloides | Ils présentent le plus souvent toutes les Caféine
caractéristiques des alcaloides vrais, mais Gentianine
ne sont pas dérivés des acides amines. Tomatidine

1.3.4.3. Les alcaloides tropaniques

1.3.4.3.1. L’atropine

L’atropine est I’ester du tropanol et de 1’acide tropique, c¢’est un mélange racémique de
D et L- hyoscyamine (Figure 16) (Vakili et al., 2012). Elle est produite par 1’époxidation de
I’hyoscyamine catalysée sous I’action de 1’enzyme hyoscyamine 6 B-hydroxylase (H6H)
(Palazén et al., 2008).

Figurel6 : La structure chimique de 1’atropine (Muniz, 2006).

1.3.4.3.2. L’hyoscyamine
C’est I’alcaloide tropanique le plus répondu, isolé¢ en 1833 dans la plante Hyoscyamus
niger (jusquiame noire). C’est I’ester de tropanol et de 1’acide L-tropique (Figure 17)

(Grynkiewicz et
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Gadzikowska, 2008). Elle est I’isomére 1évogyre de I’atropine racémique. Mais deux fois

plus active que I’atropine (Grevoz et Laubriet, 2007).

oOH

o

Hyoscyamine

Figurel? : La structure chimique de ’hyoscyamine (Gaire et Subedi, 2013).

1.3.4.3.3. La 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 18) (Robinson, 1981).

CHs
s
HI
O 7
[
I
C=0

I

HeTT e C@
I
H

scopolamine

Figure 18: La structure chimiques de la scopolamine (Alexander et al., 2008).

1.3.4.5. Activités biologiques des alcaloides

L’atropine, hyoscyamine et la scopolamine sont utilisés pour différentes indications
médicales, leur mécanisme d’action est basé sur leurs activités en tant que antagoniste
muscarinique des récepteurs de 1’acétylcholine (Brown et Taylor, 2006).

L’hyoscyamine est utilisé pour le traitement de spasme viscéral (Koleva et al., 2012)
et la scopolamine pour le traitement de la maladie de Parkinson et dans certaines douleurs

digestives. Elle possede des propriétés sédatives et antispasmodiques (Hordé, 2014).
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I1.1. Produits et réactifs chimiques utiliseés :

Tableau 1X : Les différents solvants et réactifs utilisés pour I’extraction des métabolites

secondaires.

Solvant Formule Réactifs Formule chimique
chimique
Ethanol C,HsO Folin-Ciocalteu.
Méthanol CH,O Réactif de Mayer Tétra-iodomercurate de
potassium
Chloroforme CHCl; Le carbonate de Na,CO3
sodium
Ether de pétrole CHs-(CHy),-CH3 | d’acétate de sodium C,H3NaO,
Toluene C/Hg Chlorure d’aluminium AICl;
Acétone C3HeO vanilline CgH3g0O3
Ammoniaque NH4,OH persulfate de K,S,0g
potassium
Acide chlorhydrique HCI DPPH (2,2-diphenyl-1-picryl
hydrazyl)
Hexane CeHis ABTS 2,2'-Azinobis [3-
ethylbenzothiazoline-6-
sulfonic acid]-
diammonium salt
Acide gallique C7HgOs Réactif de lodobismuthate de
Dragendorff potassium
Acide formique HCOOH
Acide acétique C,H,0;
Acide sulfurique H,SO,
11.2. Appareillage
Balance (RADWAG), étuve (MEMMERT), agitateur magnétique (VELP

scientifica), vortex, pH- métre (ph211 HANNA microprocessor PHmeter), appareil de

soxhlet  (behr,

spectrophotometre).

labo-Technic),

11.3. Matériel végétal

lampe

uv,

Spectrophotometre

(UNICO1200

La partie aerienne (feuilles, fleurs et tiges) de Hyoscyamus albus a été récoltée au

mois de Mars 2015 a la commune d’Adekar de la willaya de Bejaia (Figure 19). L’étude

effectuée sur la plante a été réalisée au niveau du laboratoire de biotechnologie végétale et

ethnobotanique de ’université A/Mira, Bejaia.
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Figurel9 : La partie aérienne de Hyoscyamus albus.

11.4. Séchage et broyage
La partie aérienne de Hyoscyamus albus a été séchée a 1’étuve a 40°c pendant 48h.
Le broyage est effectué¢ a I’aide d’un broyeur électrique jusqu’a obtention d’une poudre

tres fine (Figure 20).

Figure 20 : Séchage et broyage de la partie aérienne de la jusquiame blanche.

11.5. Extraction des polyphénols

Le principe de cette méthode se base sur I’extraction sélective liquide-solide des
composés phénoliques en utilisant 1I’éthanol 96%. Les étapes d’extraction ont été réalisées
a température ambiante.

Soixante gramme (60 g) de poudre ont été mélangés avec 360 ml d’éthanol a 96 %,
pour un rapport de 1/6 (v/v), et de les laisser macérer sous agitation magnétique pendant 24

heures (Figure 21).
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Figure 21 : Extraction a 1’éthanol de la poudre de la partie aérienne de la jusquiame
blanche.
Apres décantation de la suspension pendant 24 heures, 1’extrait humide a été prélevé
a I’aide d’une pipette et versé dans une boite de pétri puis laissé sécher a 1’étuve a 40°c
jusqu’a atteindre un poids constant. L’extrait éthanolique sec est par la suite réservé pour

les tests (Figure22).

_ (A) (B) (C) _ _
Figure 22 : (A) Décantation a I’aide d’une éprouvette (B) L’extrait é&thanolique humide
(C) L’extrait brut sec.

Il est & noter, qu’aprés I’extraction, un extrait éthanolique a été obtenu. Le taux

d’extraction a été calculé suivant la formule ci-dessous :

Po : Poids vide de la boite de pétri.
P : Poids aprés évaporation du solvant.

11.6. Extraction des alcaloides totaux

L’extraction des alcaloides de la jusquiame blanche a ¢été réalisée en utilisant la

méthode décrite par Kartal et al. (2003) avec quelques modifications.




L’extraction des alcaloides totaux a partir de la partie aérienne sont obtenues par une
extraction liquide-liquide, basée sur la différence de solubilité des alcaloides en milieu

acide et alcalin (Bruneton, 1999).

11.6.1. Extraction par Soxhlet

Quarante gramme (40g) de poudre de Hyoscyamus albus est extraite avec 400 ml
d’éthanol a 80% (v/v) en utilisant 1’appareil Soxhlet pendant 30h. Le contenu du ballon
(solvant plus matiéres solubilisées) est ensuite mis dans des boites de pétris et mis dans
I’étuve a 40°C pour éliminer le solvant. A la fin un extrait éthanolique sec est obtenu
(Figure 23).

(A) B)
1_] - » J— )

Figure 23 : (A) Un schéma de I’appareil de Soxhlet (1: condenseur, 2: vapeur, 3: cartouche,
4: ballon chauffé). (B) Extraction des alcaloides totaux de Hyoscyamus albus par I’appareil
de Soxhlet.

11.6.2. Extraction par macération

Il s’agit de mettre 60g de poudre dans 280 ml d’éthanol & 96 %, avec un rapport de
1/4 (vIv), et de le laisser macérer sous agitation magnétique pendant 24heurs.

Apres décantation de la suspension pendant 24 heurs, 1’extrait humide a été prélevé a
I’aide d’une pipette et versé dans une boite de pétri puis laissé sécher a I’étuve a 40°C
jusqu’a atteindre un poids constant. L’extrait éthanolique sec est par la suite réservé pour

les tests.
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Le taux d’extraction est calculé selon la formule suivante :

Taux d’extraction= [(P-Po)/poids de la poudre] x 100

Po : Poids vide de la boite de pétri.
P : Poids aprés évaporation du solvant.

11.6.3. Extrait alcaloidique brut

Les extraits éthanoliques secs obtenus par Soxhlet sont acidifiés avec 200 ml de
I’acide chlorhydrique (HCI) a 2 % (v/v) puis une étape de délipidation a été faite par ajout
de I’éther de pétrole (200 ml). La phase aqueuse est ajustée a pH= 9 avec I’ajout de
I’ammoniaque a 25% puis extraite avec le chloroforme (3x40 ml), le solvant est évaporé
pour obtenir un extrait alcaloidique brut.

Les mémes étapes ont été suivies afin d’obtenir I’extrait alcaloidique brut par
I’extrait éthanolique sec obtenu par macération (%). L’acidification est réalisée avec 300
ml de HCI 2% (v/v) puis une délipidation a été réalisée par 1’ajout de 300 ml d’éther de
pétrole et I’extrait brut a été obtenu par I’ajout du chloroforme (3x60ml) (figure 24).

Figure 24 : Décantation de I’extrait de la jusquiame blanche. (A) Délipidation de I’extrait
avec (phase aqueuse a 2% HCIl/éther de pétrole) ; (B) Extraction des alcaloides avec du
CHCI; (phase aqueuse a pH 9/ CHCI5).

11.7. Mise en évidence chimique des alcaloides
Deux millilitres (2ml) de I’extrait aqueux (HCI1 a 2%) sont prélevés et placés dans un
tube a essai avec quelques gouttes de réactif de Mayer. La présence des alcaloides est

confirmée par la formation d’un précipité ou d’un trouble blanc.




Deux autres millilitres sont prélevés de I’extrait a lequel nous avons rajoutes

quelques gouttes du réactif de Dragendorff, la présence des alcaloides est confirmée par la
formation d’un précipité brun orangé (Abbah et al., 2010).
11.8. Dosage des composés phénoliques

Dans le but de déterminer la teneur en composés phénoliques de 1’extrait de la partie
aérienne de Hyoscyamus albus, trois protocoles ont été suivis afin de doser les teneurs en

phénols totaux, en flavonoides et en pro-anthocyanidines (tanins condensés).

11.8.1. Dosage des phénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux a été effectué selon la méthode cité par Yap et al.
(2009) avec legeres modifications (figure 25). La teneur en phénols totaux est déterminée
par une méthode colorimétrique avec le spectrophotométre UV-Visible en utilisant le
réactif Folin-Ciocalteu.

Le réactif est constitué par un mélange d’acide phosphotungstique (H3PW1,040) et
d’acide phosphomolybdique (H3PMo012040) réduit, lors de I’oxydation des phénols, en un
mélange d’oxydes bleus de tungsténe et de molybdéne (Boizot et Charpentier, 2006). La
coloration bleue produite posséde une absorption maximum aux environs de 765 nm. Elle
est proportionnelle au taux de composes phénoliques. Le carbonate de sodium a été ajouté

comme catalyseur.

1,5 ml du réactif de Folin- 0,3 ml de solution 0,2 ml de Na,CO3
: + . + (7,5%, Wiv)
ciocalteu (10%, v/v) d’extrait (1mg/ml)
Agitation

Incubation 30min a T° ambiante et a

P’obscurité

Mesure de 1’absorbance a 765 nm

Figure 25 : Le protocole de dosage des phénols totaux.

e Un contrdle a éte préparé en melangeant 0,3 ml de méthanol avec 1,5 ml du réactif
de Folin-Ciocalteu et 0,2 ml de solution de carbonate de sodium.

Une courbe d’étalonnage a été réalisée dans les mémes conditions en utilisant I’acide

gallique comme standard afin de déterminer les concentrations en phénols totaux des

extraits exprimées en mg équivalent acide gallique /g d’extrait.




11.8.2. Dosage des flavonoides

La détermination de la teneur en flavonoides des extraits, a été réalisée en utilisant la
méthode décrite par Mimica-Dukic, (1992) in Abdou Bouba et al.(2010) (figure 26).

Ce protocole se base sur la formation d’un complexe jaunatre aluminium-flavonoide
par chélation des métaux (fer et aluminium), qui est dle a la présence des groupements

hydroxyles libres (Ribéreau-Gayon, 1968).

2 ml de solution 1ml d’une solution de
d’extrait (1mg/ml) + CzHsNaO; et d’AlCI;
Agitation

Incubation 10min a T° ambiante et a

Pobscurité

Mesure de 1’absorbance a 430 nm

Figure 26: Le protocole de dosage des flavonoides.

e Un blanc d’extrait a été préparé en mélangeant 2 ml de solution d’extrait avec 1 ml

d’eau distillée.

Une courbe d’étalonnage a été réalisée dans les mémes conditions en utilisant la
quercétine comme standard et la concentration a été exprimée en mg équivalent quercétine

/g d’extrait.

11.8.3. Dosage des tanins condensés (pro-anthocyanidines)

Les tanins condensés sont déterminés en utilisant la méthode décrite par Sun et al.
(1998) in Oyedmi et Afolayan, (2011) avec quelques modifications (figure 28).

Cette méthode est basée sur la capacité de la vanilline a réagir avec les unités des
tanins condenses en présence d’acide pour produire un complexe coloré mesurable a 500
nm. La réactivité de la vanilline avec les tanins n’implique que la premiére unité du
polymere (Ba et al., 2010) (Figure 27).
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Figure 27: Mécanisme de la réaction de la vanilline avec les tanins condensés
(Schofieldet al., 2001).
e Un blanc d’extrait a été préparé en mélangeant 0,5 ml de solution d’extrait avec 3

ml de méthanol et 1,5 ml d’HCI.

Une courbe d’étalonnage a été réalisée dans les mémes conditions en utilisant la
catéchine comme standard et la concentration a été exprimée en mg équivalent catéchine /g

d’extrait.

3ml de vanilline | 4= 0,5 ml de solution <+ 1.5ml d’HCI
(4%, wiv) d’extrait (1mg/ml) 35%

Agitation
Incubation 15min a T° ambiante et a

I’obscurité

Mesure de 1’absorbance a 500 nm

Figure 28: Le protocole de dosage des tanins condensés.

11.9. Evaluation des activites antioxydantes des extraits de la jusquiame
blanche

L’activité anti-oxydante a été évaluée en testant 1’activité scavenging des radicaux

DPPH’ et ABTS™.




11.9.1. Activité anti-radicalaire du DPPH"

L’évaluation de D’activité anti-radicalaire des extraits de Hyoscyamus albus a été
réalisée en mesurant I’activité scavenging du radical DPPH". En présence des piégeurs de
radicaux libres, le DPPH" de couleur violette se réduit en DPPHH (2,2-Diphenyl-1-picryl
hydrazine) de couleur jaune (figure 29) (Athamena et al., 2010).

'i" + AH
o “ J Sl Antioxydant NO,- “ : l -NO,

NO, NO,

Diphénylpicrylhydrazyl Diphénylpicrylhydrazine

DPPH (violet) DPPHH (jaunc)

Figure 29 : La réaction d’un antioxydant avec le radical DPPH".

La mesure de ’activité scavenging du radical DPPH" a été effectuée en suivant le

protocole de Hemalatha et al., (2010) (figure 30).

1ml de solution de DPPH 3ml de solution d’extrait
(0.1mM) dans du Méthanol | = (100y1g/ml)

Agitation
Incubation 30min a T° ambiante et a

P’obscurité

Mesure de 1’absorbance a 517 nm

Figure 30: Le protocole de I’activité scavenging du radical DPPH".

e Un contrble a été préparé avec 3ml de methanol + 1ml de solution du DPPH.
e Un blanc pour chaque extrait a été préparé en mélangeant 1 ml de méthanol avec 3

ml de solution d’extrait.

L’acide ascorbique et la BHA ont été utilisés comme standards a différentes

concentrations.




Le pourcentage de I’activité scavenging du radical DPPH' de chaque extrait a été

calculé comme suit :

% de Pactivité scavenging du radical DPPH’ = [(Ac-(At-Ae)/Ac] x 100

Ou:
Ac : Absorbance du contrdle, c¢’est 1’absorbance du blanc contenant seulement le DPPH.
At : Absorbance du test, c’est I’absorbance de la solution de DPPH contenant 1’extrait.

Ae : Absorbance de ’extrait, ¢’est ’absorbance de la solution de 1’extrait sans le DPPH.

11.9.2. Activité scavenging du radical ABTS™

Le test est basé sur la capacité d’un antioxydant a stabiliser le radical cationique
ABTS™ de coloration bleu-verte en le transformant en ABTS" incolore, par piégeage d’un
proton par I’antioxydant (figure 31) (Re et al., 1999).

Le protocole suivi est celui décrit par Nenadis et al. (2004) in Le et al.(2007) avec

quelques modifications ( Figure 32).

ABTSH"

Figure 31 : Formation et piégeage du radical ABTS™ par un antioxydant donneur de H
(Marc et al., 2004).

1,9 ml de la solution mere 100 pl de solution d’extrait

=4

Agitation
Incubation 7 min a T° ambiante et a

P’obscurité

Mesure de 1’absorbance a 734 nm

Figure 32 : Protocole de I’activité scavenging du radical ABTS™.




e Le blanc a été prépare en remplagant la solution d’extrait par du méthanol.

Le Trolox (acide 6-hydroxy-2, 5, 7, 8-tetramethylchroman-2-carboxylique), analogue
de la vitamine E a été utilisé comme standard a différentes concentration (Miller et Rice-
Evans, 1997).

Le pourcentage de I’activité scavenging de I’ABTS™ de chaque extrait a été calculé

comme suit :

% de Dactivité scavenging du radical ABTS" = [(Ac-At)/Ac] x 100

Ou:
Ac : absorbance du blanc.
At : absorbance du test.

11.10. Chromatographie sur couche mince (C.C.M)

11.10.1. Principe

La chromatographie est une méthode physique de séparation des constituants d’un
mélange, elle est basée sur les différences d’affinités des substances a 1’égard de deux
phases, 1’une stationnaire ou fixe, 1’autre mobile.

La chromatographie sur couche mince (CCM), est effectuée surtout en vue d’une
analyse d’un mélange. La phase stationnaire solide est fixée sur une plaque, et la phase
mobile liquide, nommée éluant, est un solvant sur laquelle est déposé le mélange a
analyser. La phase mobile migre de bas en haut, par capillarité, le long de la phase fixe en
entrainant les constituants du mélange. C’est le phénoméne d’¢lution, qui permet la
séparation des constituants du mélange a analyser.

Chaque constituant migre d’une certaine hauteur, caractéristique de la substance, que

hauteur de la tache

I’on appelle rapport frontal ou rétention frontale : Rf = T our du front du solvant

11.10.2. Méthode
Des plagues de CCM (FLUKA- Analytical, silica gel on TLC plates) prétes a
I’emploi, de gel de silice sur un support en verre avec des dimensions 20 x 20cm ont été

utilisées.
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» Analyse qualitative des polyphénols

La phase mobile utilisee est constituée de toluéne/acétone /acide formique
(60/60/10, viviv). Les témoins utilisés sont (la quercétine, la rutine et I’acide gallique)
préparés par une dissolution de 10 mg de chaque extrait dans 1ml de méthanol, de méme
pour les extraits.

Apres dissolution des extraits et des témoins, 10ul sont prélevés a I’aide d’une
micropipette et déposés a 2.5cm du bord inferieure sur la ligne de base, chaque dépot est
séché puis la plaque est introduite dans la chambre de migration contenant la phase mobile
(Figure 33).

Quand le front du solvant arrive a 3.5cm du bord supérieur de la plaque (la migration
d’une quinzaine de cm prend plus ou moins 60 mn), les chromatogrammes sont retirés puis
séchés.

La visualisation est effectuée d’abord a la lumiere du jour puis par deux autres
méthodes :

- Méthode physique : grace a une lampe UV (250-300 nm).

- Méthode chimique : en utilisant un mélange de vanilline-acide sulfurique (H,SOy)
préparé de la maniére suivante : 200 mg de vanilline a laquelle sont rajoutés 28 ml de
méthanol et 2 ml d’acide sulfurique, le mélange est pulvérisé sur I’ensemble du
chromatogramme puis chauffé a 1’étuve a 110C° pendant 10 a 15 min afin de noter le

changement de couleur.

Figure 33 : Le principe de la chromatographie sur couche mince.




» Analyse qualitative des alcaloides
Tandis que pour I’analyse des alcaloides, les mémes étapes ont été réalisées sauf que
le systeme de solvants utilisé est constitué de chloroforme/éthanol/ammoniaque (85 /14 /1,
vIVIVv), et sans utilisation de témoins. La visualisation a été réalisée par 1’observation a la
lumiére du jour puis sous UV et enfin par pulvérisation du reactif Dragendorff
(Wesolowska et Skrzypczak, 1985).

11.10.3.Mise en évidence de I’activité antioxydante de radical DPPH et ABTS™

En utilisant le méme protocole de I’analyse qualitative, les extraits éthanoliques et
alcaloidiques sont déposés sur les chromatogrammes puis insérés dans les cuves contenant
les mémes systemes de solvants préalablement utilisés, ces derniers sont séchés puis
pulvérisés par une solution de DPPH' et ABTS™ pour la mise en évidence de 1’activité

antioxydante des extraits.

Les résultats finaux ont été photographiés.

11.11. Etude statistique

Trois mesures ont été réalisées pour chaque échantillon analysé et les résultats ont été
exprimés sous la forme : moyenne + écartype. Des comparaisons statistiques ont été
effectuées en utilisant le logiciel Anova. Les différences ont été considérées d’étre
significatives a a = 0,05. Les valeurs des ICso ont été calculées en utilisant le logiciel

Origine 8.
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I11.1. Le taux d’extraction

L’extraction des polyphénols a partir des plantes est influencée par la méthode, la nature
du solvant, le diamétre des particules de I’échantillon, la durée et les conditions de stockage
ainsi que la présence de substances interférentes (Naczk et Shahidi, 2004).

Dans notre travail, afin d’obtenir des combinaisons phénoliques distinctes, une
extraction liquide-solide sélective a été réalisée en utilisant deux solvants : I’cau et 1’éthanol.
En ce qui concerne les alcaloides, une extraction solide-liquide a été effectuée en utilisant les
mémes solvants cités précédemment suivis d’une extraction liquide-liquide par 1’usage de
plusieurs solvants de polarités différentes, a savoir, 1’acide chlorhydrique, le chloroforme et
I’ammoniaque.

Commencer I’extraction par I’éthanol est intéressant car ce dernier représente un solvant
permettant la dissolution de la majorité des composés phénoliques (Cowan, 1999).

Une fois les extraits secs sont obtenus, le calcul des taux d’extraction dans chaque étape
a été réalisé. Les résultats sont représentés dans le tableau X.

Tableau X : Les pourcentages d’extraction des extraits de Hyoscyamus albus.

Extrait Taux d’extraction
Extrait éthanolique 5.26 %
Extrait alcaloidique (60g) 0.11%
Extrait alcaloidique (40g) 0.1%

Une étude a été réalisée sur Vitex doniana Sweet qui est une plante appartenant a la
famille des Lamiacées dont le taux d’extraction en extrait phénolique est de 3,1% qui est
inferieure a notre taux d’extraction (Muanda, 2010).

Le taux d’extraction concernant I’extrait alcaloidique de notre plante est inferieure a
celui obtenus a partir d’une étude réalisée par Alghazeer et al. (2012) sur les feuilles de
Hyoscyamus albus qui est de 1% cela est probablement di a la différence de la période de
récolte et des conditions d’extraction.

On constate que les deux extraits alcaloidiques possedent des taux d’extractions
relativement proche malgré la différence de la quantité de la poudre utilisée et la méthode
d’extraction. D’apres ces constatations, il est possible de déduire que 1’extraction par Soxhlet

est une méthode efficace et reproductible.



http://fr.wikipedia.org/wiki/Acide_chlorhydrique
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111.2. Dosage des composés phénoliques

La détermination des teneurs en phénols totaux, en tanins condenses et en flavonoides
dans les extraits de Hyoscyamus albus a été réalisée en utilisant séparément les méthodes
colorimétriques (Folin-Ciocalteu, la vanilline sulfurique et le trichlorure d’aluminium (AICly),
respectivement) sont représentées dans le tableau XI.

Tableau XI : Les teneurs des composés phénoliques.

Dosage Teneur
Phénols totaux 56.36 mg EAG/g d’extrait
Flavonoides 1.29 mg EQ/g d’extrait
Tanins condensés 35.33 mg EC/ g d’extrait

» Dosage des phénols totaux

Une étude réalisée par Alghazeer et al. (2012), a demontré que la teneur en phénols
totaux est de 48,54 + 7,82 mg EAG/g d’extrait, cette valeur est proche a celle obtenus par
notre étude qui est de 56 ,36 = 2,68 mg EAG/g d’extrait, cela pourrait s’expliqué par le fait
que ces auteurs ont étudié uniquement les feuilles et que leur extrait est dissout dans le
méthanol.

Le taux en phénols totaux de I’extrait brut par rapport a un gramme de poudre est de
2,96 mg EAG/g de poudre, ce taux nous permet de classer la jusquiame blanche selon une
étude faite par Kahkonen et al., (1999), qui ont montré que la quantité en composés
phénoliques variait selon les plantes de 0,2 a 155,3 mg EAG/g de poudre. D’aprés cette étude,

on déduit que Hyoscyamus albus est faible en polyphénols.

» Dosage des flavonoides
La teneur en flavonoides dans 1’extrait éthanolique de la partie aérienne de Hyoscyamus
albus est de 1.29+0.66 mg EQ/g d’extrait représentant 2.23% de I’extrait brut en phénols

totaux. Par conséquent la jusquiame est pauvre en flavonoides.

» Dosage des tanins condensés
La teneur de Hyoscyamus albus en tanins condensés est de 35.33+5.10 mg EC/g
d’extrait, cette valeur représente un taux de 62.68% de I’extrait brut. A partir de cette

estimation, on classe notre plante comme étant riche en tanins condenses.
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111.3. Mise en évidence chimique des alcaloides

Les résultats obtenus aprés la réaction des deux solutions d’alcaloides totaux avec le

réactif de Mayer et Dragendorff sont présentés dans la figure 37 :

Figure 34: Révélation des alcaloides totaux de la jusquiame. (A) Réaction des alcaloides

avec le réactif de Mayer, (B) Réaction avec le réactif de Dragendorff.

La présence d’alcaloides est établie par la précipitation des sels et la révélation a I’aide
du réactif de Mayer (solution de tétra- iodomercure de potassium) et Dragendorff (solution
iodo-iodurée ou vapeur d’iode) (Abbah et al., 2010). Ces réactions sont fondées sur la
capacité qu’ont les alcaloides & se combiner avec des métaux et des métalloides contenus
dans les réactifs tels que le bismuth, le mercure, le tungsténe et 1’iode.

La figure (A) montre clairement I’apparition d’un précipité blanc jaune ou jaune claire
apres 1’ajout du réactif de Mayer et la figure (B) montre la formation d’un précipité brun
orangé observe clairement suite & 1’ajout du réactif de Dragendorff. Cette coloration est dile a

la présence d’alcaloides dans 1’extrait.

I11.4. Evaluation de I’activité antioxydante

111.4.1. Activité scavenging du radical DPPH’

L’activité antioxydante des extraits éthanoliques et alcaloidiques de Hyoscyamus albus
et des standards (BHA et acide ascorbique) vis-a-vis du radical DPPH" a été évaluée a I’aide
d’un spectrophotométre en suivant la réduction de ce radical qui s’accompagne par son

passage de la couleur violette (DPPH’) a la couleur jaune (DPPH-H) mesurable a 517nm.
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Cette capacité de réduction est déterminée par une diminution de 1’absorbance induite par des

substances anti-radicalaires (Majhenic et al., 2007).
Les résultats de I’activité scavenging du radical DPPH’ par les extraits de la plante sont

représentes dans la figure 38 :
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Figure 35: Inhibition de 1’activité scavenging du radical DPPH® par les extraits de la

jusquiame blanche et par les standards (BHA et I’acide ascorbique).

A partir de ces resultats, nous constatons que les deux extraits de Hyoscyamus albus ont
dévoilé une trés forte activité scavenging du radical DPPH" a 100ug/ml qui est similaire a
celle enregistrée par les standards utilisés: (acide ascorbique (97,01+ 0,95%) et BHA (96,02t
1,33%).

L’inhibition du radical DPPH" par les extraits de la plante montre que 1’extrait
éthanolique a exhibé un pourcentage d’inhibition plus important qui est de 94,88 + 0,01% en
comparaison avec I’extrait alcaloidique dont le pourcentage d’inhibition est de 64,64
+0,03%, étant donné que I’extrait éthanolique est riche en polyphénols qui sont des
composes riches en groupement OH donneur d’électrons et d’hydrogénes (Erol et al., 2010).

Concernant les alcaloides, I’activité antioxydante est peut étre dle soit aux groupements
hydroxyles des alcaloides tropaniques ou bien aux groupements azotés contenus dans les
systemes  hétérocycliques (Aniszewski, 2007). La différence entre les pourcentages
d’inhibition des deux extraits pourrait s’expliquée du fait que 1’activité antioxydante ne
dépend pas uniquement des concentrations des antioxydants mais aussi de leurs structures et

de I’interaction entre les antioxydants dans un méme extrait (Brighente et al., 2007).
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» Détermination des 1Csg
L’1Csp est la concentration d’extrait de plante ou du standard pour laquelle 50% des
radicaux DPPH" sont inhibés. Les ICso sont calculées graphiquement par les régressions

linéaires des graphes tracés selon le pourcentage d’inhibition en fonction des différentes

concentrations des fractions testées et les standards.
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Figure 36: La représentation graphique de 1’évolution du pourcentage d’inhibition du radical

DPPH" a en fonction de la concentration de 1’acide ascorbique et la BHA.
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Figure 37: La représentation graphique de 1’évolution du pourcentage d’inhibition du radical

DPPH’ en fonction de la concentration en extrait éthanolique de la jusquiame blanche.
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Figure 38 : La représentation graphique de 1’évolution du pourcentage d’inhibition du
radical DPPH" en fonction de la concentration en extrait alcaloidique de la jusquiame

blanche.

Les figures ci-dessus montrent que la variation de I’activité scavenging du radical
DPPH’ des extraits de Hyoscyamus albus et des standards (acide ascorbique et BHA) est
dépendante de la concentration, avec 1’ICsy de 1’extrait éthanolique de 11,37 pg/ml qui se
rapproche de celle des standards utilisés qui sont de 0,98ug/ml et 1,61ug/ml pour la BHA et
I’acide ascorbique. Tandis que I’extrait alcaloidique quant a lui représente une valeur d’IC50

¢levée par rapport a celle obtenu avec 1’extrait éthanolique et les standards (55 ,52 pg/ml).

111.4.2. L’activité scavenging du radical ABTS ™"

Le radical ABTS™ est largement utilisé pour déterminer D’activité antioxydante des
extraits des plantes. L’ABTS™ en contact avec un donneur d’hydrogéne conduit & sa forme
réduite et a la décoloration de la solution a 734nm. L’activité scavenging du radical

ABTS "des différents extraits est représentée dans la figure suivante:
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Figure 39 : Le pourcentage de ’activité inhibitrice du radical ABTS™" par les extraits de la

jusquiame blanche et du standard (Trolox).

A partir de cette figure, nous constatons que tous les extraits de Hyoscyamus albus
n’ont pas exhibé une forte activité anti-radicalaire a 100 pg/ml, en comparaison a I’activité
montrée par le standard utilise, en effet les pourcentages retrouvés sont respectivement :
13,75% et 15,97% pour I’extrait éthanolique et alcaloidique qui sont assez négligeable
devant le pourcentage d’inhibition du Trolox qui est de 86,09%.

Cependant, I’extrait éthanolique de Hyoscyamus albus (13,750 ,02%) est légérement
inférieur a 1’extrait alcaloidique (15,97+0,04%).

Cette faible activité pourrait étre expliquée par le fait que plusieurs facteurs peuvent
influencer sur le potentiel antioxydant et la cinétique de réduction, notamment les conditions
de la réaction (temps, rapport Antioxydant/ABTS™, type de solvants, pH et le profil
phénolique en particulier) (Molyneux, 2004), mais aussi le milieu réactionnel, en effet un

milieu réactionnel aqueux est défavorable aux extraits éthanolique et alcaloidique de la plante.
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> Détermination des ICxq
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Figure 40 : La représentation graphique de 1’évolution du pourcentage d’inhibition du radical

ABTS™" en fonction de la concentration en extrait éthanolique de la jusquiame blanche.

100 -+

80 -

—&—2alcaloide

% d'ihibition

O T T T T 1
0 200 400 600 800 1000

concentration

Figure 41: La représentation graphique de 1’évolution du pourcentage d’inhibition du radical

ABTS™ en fonction de la concentration en extrait alcaloidique de la jusquiame blanche.

D’aprés ces figures, 1’activité scavenging du radical ABTS™ est proportionnelle aux
concentrations des extraits, avec des ICsy (> 423 pg/ml) indiqués dans le tableau XI, ces
valeurs sont largement supérieurs a celle obtenue avec le Trolox qui est de 50,18 pg/ml. Cela
implique que les deux extraits de la plante ont une faible activité anti radicalaire vis avis du

radical ABTS™.
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Figure 42 : La représentation graphique de 1’évolution du pourcentage d’inhibition du radical

ABTS"™ en fonction de la concentration en Trolox.

Tableau XII : Les ICs, des extraits éthanoliques et alcaloidiques de Hyoscyamus albus.

Extrait éthanolique 423,16 pg/ml
Extrait alcaloidique 742 ,05 pg/mi

I11.5. Fractionnement et caractérisation de ’activité antioxydante des extraits de

Hyoscyamus albus par CCM

111.5.1. Fractionnement des extraits

111.5.1.1. Extrait éthanolique
Les différents extraits de Hyoscyamus albus ont été soumis a des chromatographies sur
couche mince préliminaires pour pouvoir apporter un apergu sur la nature des constituants que
I’on peut retrouver chez cette espéce.
> Visualisation a la lumiére du jour
Le chromatogramme résultant de 1’analyse de I’extrait éthanolique de Hyoscyamus
albus, en utilisant la phase mobile : Toluene/acétone/acide formique (60 :60 :10 ; v/v/v) révélé

a la lumiére du jour est représenté dans la figure :
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Figure 43 : Profil chromatographique de 1’extrait éthanolique de la partie aérienne de
Hyoscyamus albus révélé a la lumiére du jour. (1, 2, 3) : extrait éthanolique ; (4) : quercétine
:(5): acide gallique; (6) : rutine.

L’analyse du profil chromatographique des extraits a la lumiére du jour (Figure 46)
nous permet de constater que le systéme de solvants utilisé a permis une bonne séparation et
une bonne migration des différents composés contenus dans 1’extrait éthanolique. De cela, on
déduit que ce systeme est adéquat pour le fractionnement de notre plante.

D’aprés le chromatogramme, on observe 1’apparition de 5 bandes bien distinctes. A
noter également ’apparition des spots correspondants a deux standards utilisés (quercétine et

rutine).

» Visualisation apres pulvérisation par la vanilline sulfurique

Le profil chromatographique révélé par la vanilline sulfurique de I’extrait éthanolique
de Hyoscyamus albus (Figure 47) montre la présence de plusieurs spots, cela confirme la
bonne séparation et le bon fractionnement (liquide-liquide) de nos extraits par le systéeme de
solvants choisi. Par ailleurs, nous constatons que le plus grand nombres de bandes sont de
couleur violette et bleu, ce qui pourrait supposer que notre plante contient des monoterpenes
et des stéroides (Akhanovna et al., 2012). Cela est en accord avec ce qui a été mentionné par
Benhouda et Yahia. (2014) dans leur article.

On voit bien I’apparition des trois standards utilisés de couleur allant du jaune claire

(acide galligue) au foncée (quercétine et rutine).
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Figure 44: Profil chromatographique de I’extrait é¢thanolique de la partie aérienne de
Hyoscyamus albus révélé par la vanilline sulfurique. (1, 2, 3) : Extrait éthanolique ; (4) :
quercétine ; (5): acide gallique; (6) : rutine.

» Visualisation sous UV
Le profil chromatographique observé sous UV est présenté dans la figure 48. Nous
constatons que, 1’extrait éthanolique est riche en composés phytochimiques cela est déduit par
I’apparition de plusieurs bandes de couleur différentes. D’aprés Akhanovna et al. (2012) et
Jork et al. (1994), ces couleurs correspondent a des composés bien définis (Tableau XI1).

Figure 45 : Profil chromatographique de 1’extrait éthanolique de la partie aérienne de
Hyoscyamus albus sous UV. (1, 2, 3) : Extrait éthanolique ; (4) : quercétine ; (5): acide

gallique; (6) : rutine.
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Tableau XIII : Les couleurs des bandes des extraits sous UV et les composeés correspondants.

Rose Anthocyanidine 3glucoside
Blanc Flavonoides
Bleu pale fluorescent Acides phénoliques

Nous remarquons également que les bandes de ’extrait éthanolique sont partagées en
deux parties. Une partie qui se retrouve en haut de la plaque chromatographique cela pourrait
nous renseigner sur la nature de ces composés qui surement ce sont des composés apolaires de
ce fait entrainés par 1’¢luant. Et une partie en bas de la plaque retenue par le gel de silice du

fait de sa polarité, on pourrait déduire que c’est des composés polaires.

111.5.1.2. Extrait alcaloidique
» Visualisation a la lumiere du jour
Le chromatogramme résultant de 1’analyse de ’extrait alcaloidique de Hyoscyamus
albus en utilisant le systéme de solvants suivant chloroforme/éthanol/ammoniaque (85 :14 :1 ;
vIvIVv) révélé a la lumiere du jour est représenté dans la figure :

Figure 46 : Profil chromatographique de I’extrait alcaloidique de la partie aérienne de
Hyoscyamus albus révélé a la lumiére du jour. (1, 2, 3) : Extrait alcaloidique.

D’aprés le chromatogramme, aucun spot n’a été révélé, cela est peut étre dle au faite
que la couleur de I’extrait été assez claire.
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> Visualisation sous UV

Figure 47 : Profil chromatographique de 1’extrait alcaloidique de la partie aérienne de

Hyoscyamus albus sous UV. (1, 2, 3) : Extrait alcaloidique.

Le profil chromatographique représenté dans la figure 50, révéle 1’apparition de
plusieurs spots de couleur rose claire et bleu pale mais aussi trois spots de couleur bleu-blanc

tres fluorescent.

> Visualisation apres pulvérisation par le réactif Dragendorff
La figure 51 représente le profil chromatographique aprés pulvérisation de la plaque

avec le réactif Dragendorff.

Figure 48: Profil chromatographique de 1’extrait alcaloidique de la partie aérienne de
Hyoscyamus albus apreés pulvérisation par le réactif Dragendorff. (1, 2, 3) : Extrait
alcaloidique.
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La caractérisation de I’extrait alcaloidique de la partie aérienne de Hyoscyamus albus

par CCM nous a permis de mettre en évidence la présence des alcaloides qui sont apparu sous
forme de spots bruns aprés révélation avec le réactif de Dragendorff.

Le rapport frontal calculé pour ce composé est de 36%, cette valeur est proche a celui
trouvé dans la littérature avec une étude réalisée par Wesolowska et Skrzypczak, (1985) dans
les mémes conditions (Rf apoatropine =38%) donc, cela nous laisse supposer que le composé

contenant dans notre plante pourrait étre de 1’apoatropine.

111.5.2. Caractérisation de I’activité anti oxydante par CCM
111.5.2.1. Activité anti radicalaire du DPPH
La figure ci-dessus montre les chromatogrammes des extraits de la plante aprés

pulvérisation avec une solution de DPPH".

Lalbus extrait éhaolique‘ ‘

.albus extrait alcaloidique

Figure 49: Le profil chromatographique des extraits de Hyoscyamus albus apres
pulvérisation par une solution de DPPH"™ Extrait éthanolique: (1,2,3) extrait, (4) quercétine,
(5) acide gallique, (6) rutine. Extrait alcaloidique : (1,2,3) extrait.

Le DPPH’ est un radical libre stable de couleur violacée, en présence de composés anti-
radicalaires, le DPPH" apparait sous forme de bonde jaune (forme réduite).
En vue générale, on observe au niveau des chromatogrammes 1’apparition de spots de

couleur jaune plus intense dans 1’extrait éthanolique que I’extrait alcaloidique. Ce qui nous
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permet de confirmer que nos extraits possedent une bonne activité antioxydante contre le

DPPH’, avec une prédominance au niveau de I’extrait éthanolique.

La caractérisation de 1’activité antiradicalaire des extraits de la plante par CCM nous
montre clairement que plusieurs spots de couleur jaune sont apparus ce qui est di a la
présence de composés a effet antiradicalaire. Cette technique nous a permis a la fois de
caractériser 1’activité antioxydante des extraits de la plante ainsi que les composés
responsables de cette activité. En conséquent, elle nous permettra d’identifier ces composés

en utilisant des molécules de référence.

111.5.2.2. Activité inhibitrice du radical ABTS™

La figure ci-dessus montre les profils chromatographiques des extraits de la plante apres
pulvérisation avec une solution de ABTS™. Le principe est basé sur la décoloration du radical
ABTS™ de couleur bleu-vert. On observe d’aprés la figure une décoloration au niveau de
I’extrait éthanolique surtout au niveau des composés qui ont un rapport frontal faible, c-a-dire
les composés hydrophiles tandis qu’au niveau de I’extrait alcaloidique presque aucune
décoloration n’est observé. Cela nous permet de déduire que I’extrait éthanolique posséde une

activité inhibitrice du radical ABTS™ qui est peut étre d( aux composés hydrophiles.

-albus extrait éthanolique Lalbus extrait alcaloidique

Figure 50: Le profil chromatographique des extraits de Hyoscyamus albus aprés pulvérisation
par une solution de ABTS™. Extrait éthanolique: (1,2,3) extrait, (4) quercétine, (5) acide
gallique, (6) rutine. Extrait alcaloidique : (1,2,3) extrait.
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Conclusion et perspectives

Les plantes aromatiques et médicinales sont la source de la majorité des antioxydants
naturels et elles restent encore sous exploitées dans le domaine médicale. Dans 1’industrie
pharmaceutique, sachant que les antioxydants sembleraient avoir un réle significative
dans la prévention des maladies, le développement de nouveaux médicaments a base
d’antioxydants d’origine naturelle doit étre a I’ordre de jour.

La présente étude est portée sur la partie aérienne de la plante Hyoscyamus albus qui
appartient a la famille des solanacées, 1’une des familles les plus importantes, utilisées pour
ses nombreuses propriétés pharmacologiques.

Notre étude est axée vers I’extraction des composés phénoliques et alcaloidiques
ainsi qu’au dosage des différents composés phénoliques et 1’évaluation de I’activité
antioxydante (test du DPPH et ABTS ¥). La caractérisation des différents composés de la
plante a été réalisée par une chromatographie sur couche mince ainsi qu’une mise en
évidence des composés phénoliques et des alcaloides de la plante en utilisant des
révélateurs chimiques appropriés.

Ainsi, notre travail nous a permis d’obtenir les résultats suivants :

e Les rendements d’extraction obtenus montrent que I’extrait éthanolique est riche
en composés phytochimiques tandis que, I’extrait alcaloidique représente un taux
moyen en alcaloides.

e [L’évaluation de la teneur en phénols totaux en utilisant la méthode de Folin-
Ciocalteu indigue que la plante est riche en composés phénoliques et en tanins
condensés.

e Concernant I’activité antioxydante, tous les extraits de Hyoscyamus albus ont
dévoilé une trés forte activité scavenging du radical DPPH" a 100ug/ml par rapport
aux standards utilisés, les ICsy des extraites éthanoliques et alcaloidiques de la
plante ont été estimées a 11,37ug/ml et 55,52 pg/ml, respectivement.

e Cependant, les extraits de Hyoscyamus albus ont exercé une activité moyenne vis-
a-vis du radical cationique ABTS™ a 100ug/ml en comparaison avec I’activité
enregistrée par le standard (le trolox).

e L’analyse chromatographique des deux extraits, observée a la lumiére du jour, sous
UV et aprés la pulvérisation avec la vanilline sulfurique et le réactif de dragendorff
a confirmé que la partie aérienne de la plante est riche en composés

phytochimiques. Parmi ces composés détectés, on cite : les anthocyanidines, les
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flavonoides, les terpénes, les stéroides et les alcaloides tropaniques tels que
’apoatropine.

Si Hyoscyamus albus est une plante médicinale trés utilisée en medecine

traditionnelle, elle demeure encore relativement peu étudiée et ne connait pas

d’application en médecine conventionnelle.

Il serait alors intéressant d’approfondir des recherches sur ses propriétés
pharmacologiques, d’utiliser de nouvelle méthodes d’extractions, de purifications et
d’identifications telles que : HPLC, RMN ou encore la spectrométrie de masse.
Realiser des études in vivo afin de démontrer et d’évaluer d’autres activités
biologiques, des composés phénoliques et alcaloidiques.

Identifier les différents alcaloides contenus dans la plante et s’en servir dans le

traitement et la guérison de nombreuses pathologies.
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ANNEXES

Annexe N°1 : Préparation de la solution au chlorure d’aluminium :

e la solution d’acétate de sodium et de chlorure d’aluminium est préparée comme suit :

133mg AICI3 + 400mg d’acétate de sodium dans 100ml eau distillée.

Annexe N°2 : Préparation de la solution mére ABTS'" :

e La solution mere d’ABTS™ (7 mM) : 72 mg de ’ABTS + 13,24 mg de persulfate de
potassium (2,45 mM) dans 20 ml d’cau distillée, et laissée incuber pendant 16h a
I’obscurité. La solution d’ABTS™ est diluée avec d’eau distillée jusqu’a atteindre une

absorbance de 0,7 + 0,02 a 734 nm.

Annexe N°3 : Courbes d’étalonnages utilisées pour le calcul des teneurs en
phénols totaux, en flavonoides et tannins condenseés :

0.9 1 y =0,010x - 0,025
08 - R>=0,998

0.7
0.6 -

0.5 -

Absorbance

0.4 -
0.3 -
0.2 -
0.1 -

0 20 40 60 80 100 120

Concentrations (pLg/ml)

Figure 01 : Courbe d’étalonnage avec I’acide gallique pour le dosage des phénols totaux
A=T765 nm.
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Figure 02 : Courbe d’étalonnage avec la quercétine pour le dosage des flavonoides A=430 nm.
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Figure 03 : Courbe d’étalonnage avec catéchine pour le dosage des pro-anthocyanidines

2=500 nm.



Annexe N°4 : Courbes obtenus par origin 8 utilisées pour le calcul des ICs :
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Equation y = A2 + (A1-A2)/(1 + exp((x-x0)/dx))
Adj. R-Square 0.99261
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B A2 86.728 4.46716
B x0 -285.5429 4258.87376
B dx 64.08918 33.65021
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Figure 04 : Courbe pour le calcul de I’ICsq de I’extrait alcaloidique de la jusquiame blanche
dans I’activité scavenging du DPPH".
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Figure 05: Courbe pour le calcul de I’'ICsp de 1’extrait éthanolique de la jusquiame blanche
dans I’activité scavenging du DPPH".
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Figure 06 : Courbe pour le calcul de I’ICsq de I’extrait alcaloidique de la jusquiame blanche
dans I’activité scavenging du ABTS™.
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Figure 07: Courbe pour le calcul de I’'ICsy de I’extrait éthanolique de la jusquiame blanche
dans I’activité scavenging du ABTS™.



Résumé
Hyoscyamus albus est une plante médicinale de la famille des Solanaceae, connus comme antioxydant.

Dans le présent travail deux extraits ont été préparés, a partir de la partie aérienne de cette plante : I'un
éthanolique et 1’autre alcaloidique. Les rendements en extraits brutes secs sont de 1’ordre de 5.26% et 0.21 %
respectivement. L’estimation quantitative des phénols totaux, des flavonoides et des tanins condensés par la
méthode colorimétrique a montré que les extraits ont des teneurs appréciables en phénols totaux et en tanins
condensés et une faible concentration en flavonoides (1.29+0.66 mg EQ/g d’extrait). L’évaluation du pouvoir
antioxydant qui a été réalisée en utilisant la méthode du piégeage du radical libre DPPH® et ABTS®" a indiqué
que I’extrait éthanolique a montré une trés bonne activité antioxydante contre le DPPH* qui est supérieure a 90%
a4 100pg/ml. En revanche, I’activité inhibitrice du radical ABTS®" a été faible pour les deux extraits. Finalement,
une caractérisation de I’activité antioxydante par chromatographie sur couche mince a été réalisée. L’analyse des
profiles chromatographiques des extraits a montré une bonne séparation des différents composés. Par ailleurs, la
caractérisation de I’activité scavenging des radicaux ABTS®" et DPPH*® des extraits de la plante a montré une
décoloration au niveau des extraits ce qui a confirmé les résultats obtenus précédemment. Cependant, des
recherches plus approfondies seront nécessaires afin d’évaluer d’autres activités biologiques et éventuellement
une identification des composés d’intéréts.

Mots clés : Hyoscyamus albus, radicaux libres, activité antioxydante, composés phénoliques, alcaloides, CCM.

Abstract

Hyoscyamus albus is a medicinal herb of the family of Solanaceae, known like antioxidant. In the present
work two extracts were prepared from the aerial part of the plant: one ethanol and the other alkaloid. The yields
of dry raw extracts are in the order of 5.26% and 0.21%, respectively. The quantitative estimation of total
phenols, flavonoids and condensed tannins by the colorimetric method showed that the extracts have significant
levels of total phenols and condensed tannins and a low concentration of flavonoids (1.29 £ 0.66 mg EQ /g of
extract). Evaluation of antioxidant activity that has been performed using the method of trapping free radical
DPPH and ABTS™ indicated that the ethanol extract showed a very good antioxidant activity against DPPH*
greater than 90% at 100ug/ ml. However, the inhibitory activity of the radical ABTS®* was low for both extracts.
Finally, characterization of the antioxidant activity by thin-layer chromatography was performed. The analysis of
chromatographic profiles of the extracts showed good separation of the different compounds. Furthermore, the
characterization of the activity of scavenging ABTS®" radical and DPPH* of the extracts of the plant showed
discoloration in extracts which confirmed the previous results. However, further research is needed to assess
other biological activities and identification of interest compounds.

Keywords: Hyoscyamus albus, free radicals, antioxidant activity, phenolic compounds, alkaloids, TLC.

uaidls

maniy Ul Jaall 138 8 3083 saliaally i 2all Solanaceae  Alile (e dphll il sas) 4 Hyoscyamus albus
e 0.21% 5 %5.26 1 s» calall bl palitudl (e 350 3alld g IS Al 5 sl Galitue il S sedl ¢ Jall (e Glaliiug
LaS e g gint laliiuall o) & jedal sl Sy gl 28,y A8l liil) 5 59 580 ¢ S 5l (g (oS il ) i i)
Leiiad o3 3008 Baliaall i ) . 0.66+1.29MQEQ/g 58 8Ol (ga Clumia 3€ i 5 A8 il 5 Jlaa¥) Jgidl) (0 3 yina
Ll Llaall o) «s_al ali e . 100ug/MI 4 90% G35 dasis DPPH® sl aca aia Bl g 5 el 53al) Sladial by
Sias o 458 A e e gila s S 48 jlay 52080 sbiaall LU ailiad gly ¢l 5 paliivall e (S ABTS®J
o ABTS® 5 DPPH® 3283 sliaall pailiad ol s oAl dga (o LS jall Calidal an Jamd < jelil )2 ila 5 SU ailiad
i) A ) e ST Aiamal) Gl 5o ) e Lgale Alaniall il ST L 13 clialiiva) s siwe Sle o sll) ail (p claliiugll
. 3all LS jall G 5 (s AY) A sl gl el

LEE Ak e e sile s SH el MSIY) Sl il IS all 3o sliaall LWLl 5 pall | sial) Laliial) cilalsl)



	1 page de garde .pdf
	2 Remerciements.pdf
	3 dedicace.pdf
	4 Liste des abréviation.pdf
	5 LISTE DES FIGURE.pdf
	6 Liste des tableaux.pdf
	7 Sommaire.pdf
	8 INTRO.pdf
	9 INTRODUCTION.pdf
	10 CHAP 1.pdf
	11 synthese bibliographique.pdf
	12 CHAP 2.pdf
	13 materiel et methode .pdf
	14 CHAP 3.pdf
	15 resultats et discussions.pdf
	16 CONCL.pdf
	17 CONCLU.pdf
	18 REFERENCE.pdf
	19 references.pdf
	20 ANNEXE.pdf
	21 Annexe N.pdf
	22 Résumé.pdf

