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Titre et résumé en francais

Ce travail s’inscrit dans le cadre de I’évaluation de ’activité antioxydante des extraits riches en acides
gras de la partie aérienne de Hyoscyamus niger récoltée dans la région d’Ain Fezza, Tlemcen.

Hyoscyamus niger est une plante médicinale appartenant a la famille des solanacées, utilisée
traditionnellement pour traiter diverses maladies telles que 1’ Asthme, le diabéte et le cancer...

Dans le présent travail deux extraits ont été préparés, a partir de la partie aérienne de cette plante :
I’un hexanique et 1’autre chloroforme/méthanol, les rendements sont de ’ordre de 4.1 % et 7.58 %
respectivement.

L’activité antioxydante a été évaluée en utilisant deux méthodes : le pouvoir réducteur du fer (FRAP)
et le test du blanchissement B-carotene. Pour le premier test les EC50 estimées sont 1,77 mg/ml ; 2,86
mg/ml pour I’extrait chloroforme/méthanol, et hexanique respectivement. Par contre pour le second test
les IC50 ont été estimées a 1,96 mg/ml pour 1’extrait hexanique.

Ce travail reste préliminaire et mérite d’étre reproduit en réalisant d’autres techniques antioxydantes
et recherchant la composition des extraits testés afin de cibler une ou une conjugaison de molécules
actives.

Mots clés : Hyoscyamus niger, activité antioxydante, FRAP, blanchissement (3-carotene.

Titre et résumé en anglais

The aim of this work is the evaluation of antioxidant activity of extracts rich in fatty acids of the aerial
part of Hyoscyamus niger collected in the region of Ain Fezza, Tlemcen.

Hyoscyamus niger is a medicinal plant belonging to the Solanaceae family, traditionally used to treat
various diseases such as asthma, diabetes and cancer. .

In the present work, two extracts were prepared, from the aerial part of this plant: hexane and the
chloroform/methanol, the yields are of the order of 4.1% and 7.58% respectively.

Antioxidant activity was assessed using two methods: iron-reducing power (FRAP) and (3-carotene
bleaching test. For the first test the estimated EC50 is 1.77 mg/ml; 2.86 mg/ml for the chloroform
/methanol extract, and hexane respectively, On the other hand for the second test the IC50 was estimated
at 1.96 mg/ml for the hexane extract.

This work remains preliminary and deserves to be reproduced by carrying out other antioxidant
techniques and researching the composition of the extracts tested in order to target one or a combination
of active molecules.

Key words: Hyoscyamus niger, antioxidant activity, FRAP, B-carotene bleaching.
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Introduction

L'exces des especes réactives de 1’oxygéne peut entrainer un stress oxydatif et
endommager de nombreuses molécules biologiques ; qui est considéré comme un mécanisme
pathogeéne qui provoque différentes maladies chroniques et souvent associé a la douleur et a
I’inflammation (Diaconu, 2019). En effet I’organisme posséde ses propres moyens de défenses

lui permettant de lutter contre ces radicaux libres (Koechlin ,2006).

Les antioxydants sont des substances vitales qui possedent la capacité de protéger le
corps des dommages causés par le stress oxydatif induit par les radicaux libres. Une variété
d'antioxydants anti-radicaux libres existe dans le corps, dont beaucoup sont dérivés de sources

alimentaires comme les fruits, les légumes et les thés (Souri et al., 2010).

Les antioxydants de synthese tels que le butyl hydroxy anisole (BHA) et le butyl
hydroxy toluene (BHT) sont certes tres efficaces, mais susceptibles de manifester des effets
secondaires et voire toxiques. Pour pallier les effets secondaires des produits synthétiques et

leurs toxicités, les scientifiques se trouvent devant I’obligation au recours a la phytothérapie

(Adida et al., 2015).

De nos jours, malgré le développement de la chimie de synthése, I’utilisation des plantes
médicinales a conserve une large place du fait de leur efficacité dans diverses procédures
thérapeutiques. Elles constituent un groupe numérique vaste et contiennent des composants
actifs utilisés dans le traitement de diverses maladies. Outre leur utilisation comme remeéde

direct, on les emploie aussi dans 1’industrie pharmaceutique et cosmétique (Lazli et al., 2019).

L’ Algérie est considérée parmi les pays les plus connus pour leur diversité taxonomique
vu sa position biog€ographique privilégiée et son étendu entre la Méditerranée et I’ Afrique sub-
saharienne. La flore algérienne dispose d’une grande diversité a laquelle s’ajoute une tradition

d’utilisation des plantes (Bedou, 2015).

Hyoscyamus est I'un des genres les plus importants de la famille des Solanacées. Toutes
les especes d'Hyoscyamus sont de riches sources d'alcaloides tropaniques, principalement

I'nyoscyamine et la scopolamine (Al snafi, 2018).

Notre travail s'inscrit dans ce contexte général, et a pour objectif d’évaluer I’activité
antioxydante des extraits riches en acides gras de la partie aérienne de Hyoscyamus niger :
I’extrait hexanique et chloroforme/méthanol en choisissant deux méthodes, le pouvoir réducteur

du fer (FRAP) et le blanchissement B-carotene.
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Chapitre 1 Stress oxydatif

1. Stress oxydant

L’inhalation de certains agents chimiques et/ou poussiéres peut entrainer des
déséquilibres au niveau cellulaire (notamment de la balance oxydant/antioxydant) ; celui-ci est
associé a des processus inflammatoires et peut étre la source de nombreuses pathologies
(Suarez, 2018).

Le stress oxydant correspond a un déséquilibre entre la production d’espéces réactives
de ’oxygene (ERO) et le niveau des systémes de défense anti-oxydante de la cellule ou de
I’organisme (Bonnefont, 2013) (figure 01). Lors d’un stress oxydant, les ERO non
«détoxiquees» par le systeme antioxydant attaquent et endommagent par oxydation les

macromolécules notamment les lipides, les protéines, I’ADN (Menon, 2014).

Systéme de défense
par les antioxydants

R —

Radicauxlibres
ERO & ERN

T —

Figure 01 : Déséquilibre de la balance des especes prooxydants et des systemes de défense
antioxydants (Belaich et Boujraf, 2016)

2. Origine de stress oxydant

Un état de stress oxydant peut avoir plusieurs origines : carence en antioxydants apportés par
I’alimentation ou anomalies génétiques, stress d’origine exogeéne (agents environnementaux
pro-oxydants), intoxication aux métaux lourds, irradiations ; et il peut exister lorsqu’au moins

une des trois conditions suivantes est présente :

e Systeme immunitaire inadéquat
e Exces des espéces réactives d’Oz, N2 ou Cl,

e Mécanismes de réparation insuffisants (Migdal et Serres, 2011).
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3. Stress oxydant et pathologies humaines

Le stress oxydatif a des effets néfastes sur la santé de la population genérale et de certains
groupes de patients avec des maladies chroniques et aigués (Tableau 01) (Berger, 2006 ; Favier,
2006).

Tableau 01 : relations entre les maladies et le stress oxydant (Berger, 2006 ; Favier, 2006).

Type de stress oxydant La maladie

e Cancers

e Auto-immunité

Maladies ou le stress oxydant est la cause primordiale e Dégeénérescence
maculaire

¢ Photo-vieillissement
cutané

¢ Intoxications:CCls, alcool

e Maladie d’Alzheimer
Maladies entrainant un stress oxydant secondaire e Maladies virales

e Rhumatismes

e Asthme

e Insuffisance respiratoire

Maladies dues a une production insuffisante de radicaux e Agranulomatose septique
libres e Psoriasis

¢ Diabete
¢ Insuffisance rénale
e Mucoviscidose
Maladies ou le stress oxydant fait partie des facteurs e Sida

déclencheurs e Parkinson
¢ Thalassémie

4. Radicaux libres
Les radicaux libres (RL) Sont des espéces chimiques possédant, sur leurs couche externe, un
ou plusieurs €lectrons célibataires qui lui permet d’étre des molécules hautement réactives,
toxiques et responsables de nombreux dommages vis-a-vis des constituants cellulaires de

I’organisme (Sy et al., 2018). Ces especes sont génerées dans des compartiments cellulaires ou
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extracellulaires spécifiques sous les deux conditions physiologiques et pathologiques (Radi et
al., 2018).

Les RL agissent comme des accepteurs d'électrons et arrachent donc des électrons a d'autres
molécules (voir figure 02). Cette perte caractéristique d'un électron correspond au phénomene
d'oxydation et les radicaux libres sont donc considérés comme des agents oxydants puisqu'ils

incitent les molécules a donner des électrons (Carange, 2010).

Electrons appariés

Electron
non-apparié

Antioxydant Radical libre

Figure 02 : Neutralisation d'un radical libre par un antioxydant (Carange, 2010).
4.1. Role physiologiques des radicaux libres

Les radicaux libres sont indispensables a la vie car ils sont impliqués dans des nombreuses

fonctions physiologiques lors de la croissance ou de la défense de I’organisme (Favier, 2003).

En effet, ils participent au fonctionnement de certaines enzymes, a la régulation des génes, au
cycle cellulaire, a la défense immunitaire contre les agents pathogenes, a I’apoptose des cellules
tumorales, au fonctionnement de certains neurones notamment ceux de la mémoire, et a la

transduction des signaux cellulaires (Favier, 2003).
4.2. Les différents dérivés réactifs de I’oxygéne

Les espéces réactives oxygénées regroupent des formes radicalaires et non radicalaires dont la
toxicité est variable ; le tableau 02 représente des exemples sur les deux formes (Sies et al.,
2017).
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Tableau 02 : principales espéces réactives oxygenées (Sies et al., 2017)

Formes radicalaires Formes non radicalaires
e Radical hydroxyle (OH") e Peroxyde d’hydrogéne (H207)
e Anion superoxyde (02 ) e Oxygeéne singulet (10)
e Radical alkoxyl (RO") e Hydroperoxide organique (ROOH)
e Radical peroxyl (ROO") e Acide hypovhloreux (HOCI)

4.2.1. Le Radical hydroxyle (OHe) :

Le radical hydroxyle est le composé le plus réactif et le plus toxique en biologie. Il agit selon
trois mécanismes : en arrachant soit un électron soit un atome d’hydrogéne, ou encore en

s’additionnant sur les doubles liaisons (Migdal et Serres, 2011). 1l est formé soit par :

 Une réaction d’Haber Weiss: une réaction de 1’anion superoxyde avec
I’hydrogéne peroxyde
02" + H202 ====> 02 + OH"+ OH"

» Une réaction de Fenton : le radical hydroxyle est formé lors des réactions d’ion
métalliques avec le peroxyde d'hydrogene
Le peroxyde d'hydrogéne (ou eau oxygénée) oxyde le fer ferreux selon la réaction d’oxydo-
réduction (Migdal et Serres, 2011)

Fe?*+ H202====>F¢3*'+ OH+ OH"

4.2.2. Le radical anion superoxyde (O2™)

C’est la forme réduite de 1’oxygéne moléculaire par la réception d’un électron ; il a une demi
vie relativement longue, il peut donc diffuser vers leurs cibles privilégiées comme le
cytochrome C (Fe?"), la vitamine C, et bien entendu la SOD (superoxyde dismutase) (Migdal
et Serres, 2011)

Le radical anion superoxyde est largement impliqué dans de vastes fonctions cellulaires telles

que la signalisation cellulaire, la réponse immunitaire et la prolifération cellulaire a des
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concentrations régulées, mais il est impliqué dans le développement de diverses maladies a des

niveaux non contrdlés (Zhang et al., 2019).

4.2.3. Le peroxyde d’hydrogéne :
Le peroxyde d’hydrogéne également appelé eau oxygénée n’est pas une espeéce radicalaire.
C’est un composé chimique naturel ubiquitaire non chargé et peut donc diffuser facilement les
membranes. Il a été découvert en 1818 par Louis Jacques Thénard (Vallée, 2020). Sa formule
brute est H20s.

4.2.4. Oxygene singulet (102) :
L'oxygene singulet est une molécule éphémeére relativement instable, et ses propriétés le rendent
tres réactif avec de nombreuses biomolécules telles que les lipides, les protéines et 'ADN/ARN
(Koh et Fluhr, 2016).

5. Les cibles biologiques des ERO

Un déséquilibre entre la production des ERO et leur élimination conduit a une accumulation
de ces molécules toxique ; cela entraine des dommages irréversibles sur les biomolécules
notamment ’ADN (oxydation de I’ADN), les lipides (peroxydation lipidique) et les protéines
(carbonylation des protéines) (Mougeolle, 2015).

5.1. Les protéines
Les acides aminés et les protéines sont les premiéeres cibles attaquées ou modifiées par les
ERO. Les modifications oxydatives créées peuvent étre de plusieurs types (figure 03) :

e Oxydation des chaines latérales des acides aminés qui peut conduire a la formation de
groupements hydroxyles ou carbonyles.

e Oxydation de la chaine polypeptidique potentiellement suivie d’une fragmentation et/ou
de la formation de liaisons croisées intra ou inter chaines.

e Formation de protéines carbonylées (issues de la fragmentation de chaines
polypeptidiques, de 1’oxydation de certains acides aminés (Migdal et Serres, 2011 ;
Jaisson et al., 2017).
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Figure 03 : Nature de quelques modifications des chaines latérales d’acides aminés des

protéines apres attaque radicalaire (Favier, 2003)

5.2. Les lipides
L’attaque des lipides concerne a la fois les lipides circulants et les phospholipides
membranaires. L’attaque des lipides circulants aboutit a la formation de LDL (Low-Density

Lipoproteins) oxydées.

Les lipides, en particulier, les acides gras polyinsaturés sont la cible privilégiée de I’attaque
par ’OH™ qui est capable d’arracher un hydrogéne sur les carbones situés entre deux doubles
liaisons. Cette réaction est appelée peroxydation lipidique. L’attaque des radicaux libres au sein
des doubles liaisons lipidiques membranaires induit des processus de peroxydations en cascades
aboutissant a la désorganisation complete de la membrane altérant de ce fait sa fluidité et donc
le fonctionnement de nombreux récepteurs et transporteurs et la transduction des signaux
(Cotticelli et al., 2013 ; Liguori et al, 2018).

5.3. ADN

L’ADN, qu’il soit nucléaire ou mitochondrial, est ¢galement une cible majeure des RLs.
L'attaque radicalaire induit de nombreuses lésions dans I’ADN (figure 04) telles que La
destruction de la liaison base-désoxyribose ce qui aboutit a la formation d’un site afonctionnel
sur I’ADN (site abasique); la destruction du désoxyribose par arrachement d’un atome
d’hydrogéne entrainant une cassure du brin concerné ; aussi, la modification des bases azotées
(la guanine est la plus sensible aux dommages oxydatifs) (Charbon et al., 2014 ; Sies, 2017 ;
Lebraud, 2018).
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Figure 04 : Lésions de I’ADN formées par attaque radicalaire du patrimoine génétique des

6. Antioxydants

cellules (Favier, 2003)

Les antioxydants sont des espéces chimiques qui inhibent, contrélent ou retardent

significativement I’oxydation d’un substrat. Ils sont présents sous de nombreuses formes

(Hamlaoui et al., 2017).

Il existe deux classes d’antioxydants :

les endogénes et les exogenes. Les premiers sont

principalement les enzymes superoxyde dismutase, catalase et glutathion peroxydase. La

deuxiéme partie permet d’appréhender les antioxydants exogenes qui sont, par définition,

apportés de I’extérieur par exemple par I’alimentation (Kasote et al., 2015).

On peut parler aussi de défense antioxydante enzymatique et non enzymatique (figure 05),

qui a pour but de protéger les organismes vivants des effets nocifs des ERO (Varatharajan et

Pushparani, 2018).

'
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2) The slectron trapping molecules

[ Vitamins A, E, C, beta-carotens, flavonoids, trace elements. .. J

Figure 05 : les antioxydants enzymatiques et non enzymatiques (Menvielle-Bourg, 2005).

6.1. Les superoxydesdimustases (SOD)
Les superoxydes dismutases sont des métalloenzymes. Il s’agit d’une des premieres lignes
de défense contre les ERO. Il catalyse la dismutation de deux molécules d'anion superoxyde
(027) en peroxyde d'hydrogene (H202) et en oxygéne moléculaire (O2), rendant ainsi I'anion

superoxyde potentiellement nocif moins dangereux (Ighodaro et Akinloye, 2018).

202"+ 2H* — 02 +H20>

6.2. Catalase (CAT)

La catalase est une protéine tétramérique de 240 kDa avec quatre sous-unités similaires.
Chaque sous-unité polypeptidiqgue a un poids de 60 kDa et contient une seule
ferriprotoporphyrine. Elle existe en forte concentration dans le foie et les globules rouges. Elle
agit en synergie avec la SOD puisque son role est d'accélérer la dismutation du peroxyde
d'hydrogene en eau et en oxygéne moléculaire (Boyer, 2016 ; Glorieux et Calderon, 2017).

6.3. Glutathions peroxydases (GPx)
La glutathion peroxydase (GPx) est une enzyme intracellulaire importante qui catalyse la
réduction des hydroperoxydes minéraux ou organiques en eau ou en alcool, tandis que le
glutathion réduit (GSH) est transformé en glutathion oxydé (GSSG). Son activité dépend d'un

cofacteur en micronutriments appelé sélénium. L'enzyme joue un rodle plus crucial dans

——
©
| —
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I'inhibition du processus de peroxydation lipidique et protege donc les cellules du stress
oxydatif (Ighodaro et Akinloye, 2018).

6.4.Vitamine E

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 au
noyau chromanol et une extrémité hydrophobe (chaine phytyle) (figure 06). Elle protege en
particulier les lipides constitutifs des membranes cellulaires, ainsi que les lipoprotéines LDL.
Lors d’une peroxydation lipidique, suite a une attaque radicalaire, 1’a-TocH céde son hydrogéne
situé dans le noyau phénolique en réduisant le radical RO2’, et constitue par ce biais le seul

antioxydant liposoluble assurant cette protection (Bouguerne, 2012 ; Do et al., 2015).

r
OH
Novau Chromanol Hy( (H, Chaine Phytyle
; A
Hy(C i \
H B H CH H_CH
\ ¢

Vitanune £

Figure 06 : structure de la vitamine E (L6pez et al., 2005).

6.5.Vitamine C
La vitamine C (figure 07), également connue sous le nom d'acide ascorbique et d'ascorbate,
est un composé basique qui appartient au groupe des vitamines hydrosolubles. Elle agit

principalement en piégeant directement les ERO (majoritairement 1’02").

L'importance biologique de la vitamine C est qu'elle joue un réle de cofacteur, en tant

qu'agent réducteur, dans diverses réactions enzymatiques (Chen et al., 2015 ; Unlu et al., 2015).



https://www.doctissimo.fr/html/sante/analyses/ana_lipidique04.htm
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/ascorbic-acid
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Figure 07 : structure de la vitamine C (Vertuani et al., 2004)

6.6. Caroténoides

La plupart des caroténoides ont une activité antioxydante grace a leur structure chimique
comportant une longue chaine de polyéne riche en électrons et des doubles liaisons conjuguées
susceptibles d’étre trés réactives (figure 08). Cet aspect chimique permet aux caroténoides de

neutraliser I’oxygéne singulier et des radicaux libres (Phan, 2014).

w-chniene

L
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r-arotene

Figure 08 : Structure chimique de quelques caroténoides (Vertuaniet al., 2004)

6.7. Sélénium

Le sélénium (Se) est un oligoélément retrouvé dans tous les organes du corps humain
mais il est principalement localisé dans le foie, les reins, le sang et le cerveau. Cet oligoélément
possede un effet antioxydant par ’optimisation de D’activité glutathion peroxydase en
s’incorporant a cette dernié¢re (Fernandes et Gandin, 2015 ; Guillouty,2016).
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Chez I’homme, la carence en (Se) est associée a l'hypothyroidie, aux maladies

cardiovasculaires, a un systéeme immunitaire affaibli et a une incidence accrue de divers cancers
(White, 2016).

6.8. Zinc

Le zinc est un oligo-élément qui intervient dans de nombreuses réactions enzymatiques
et joue un réle important dans le métabolisme des nucléotides. Cet oligo-élément apparait dans
une varieté d'aliments en particulier les viandes, les poissons, les céréales completes et les

légumes secs (Haleng et al., 2007).

Le zinc agit comme cofacteur de I'enzyme superoxyde dismutase. Il régule le
métabolisme du glutathion et inhibe I'activité de la xanthine oxydase in vitro (figure 09) (Bosco
etal., 2010 ;Cruz et al., 2015)
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Figure 09 : Les implications du zinc en tant qu'antioxydant (Bosco et al., 2010).

6.9. Cuivre
Le cuivre est un oligo-élément indispensable a la vie. L’apport du cuivre se fait
principalement par les crustacés, le chocolat, les noix, les céréales et les fruits. Les apports

journaliers recommandés sont entre 1 et 2 mg/j (Guillouty, 2016).
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Le cuivre est le cofacteur d’enzymes comme la SOD, le cytochrome C oxydase. Il peut

lorsque sa concentration est élevee devenir pro-oxydant (Haleng et al., 2007).

7. Principes actifs des plantes pouvant étre antioxydants
Les composes organiques des plantes sont divisés en deux classes: la premiére,
représente les composés qui existent dans toute les cellules et jouent un réle central dans le
métabolisme et la reproduction des cellules incluant les : les glucides, les lipides, les acides
aminés et les acides nucléiques, et connus sous le nom de métabolites primaires. La deuxiéme
classe, sont les métabolites secondaires, qui n’exercent pas de fonction directe au niveau des

activités fondamentales de la plante (Hanson, 2003).

Les métabolites secondaires des plantes comprennent une grande variété de composés
organiques qui facilitent la réponse de défense contre divers facteurs biotiques et abiotiques
présents dans I'environnement. Beaucoup de ces métabolites secondaires sont utilisés dans les
industries pharmaceutique, alimentaire, de la confiserie, des cosmétiques, des insecticides
(Kaur et Pati, 2018 ; Benattia et Hellali, 2019).

7.1. Métabolites primaires
7.1.1. Acide gras
Les acides gras sont les constituants élémentaires des lipides. Ils sont composés d’une
chaine hydrocarbonée comportant a une extrémité un groupement méthyle CHs et a 1’autre

extrémité un groupement carboxyle COOH (Peter, 2008).

Cette chaine carbonée peut étre dépourvue de toute double liaison carbone-carbone, dans
ce cas les acides gras sont dits saturés, et elle peut contenir une double liaison mono insaturée
(AGMI) ou plusieurs doubles liaisons poly insaturé(AGPI) (Bouassila et Mayouf, 2017). Parmi
les AGPI, deux familles se distinguent par leur caractere indispensable et par la position de la
premicre double liaison a I’extrémité méthyle : acide linoléique pour les omégas 6 et acide a-

linolénique pour les omégas 3 (Bouras et Zitouni, 2017).
Les acides gras assurent plusieurs roles :

v' Réserve d'énergie : stockés sous forme de triglycérides dans les tissus adipeux, les
lipides constituent ainsi une réserve énergétique mobilisable (Louahab, 2018).

v' Role structural : les AGPI influencent les propriétés physiques des membranes
biologiques telles que 1’organisation générale de la membrane, la perméabilité aux ions,

I’¢élasticité et la formation de micro-domaines (Gorja et al., 2009).
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v Role fonctionnel : Les acides gras participent non seulement a la cohésion physico-
chimique des membranes cellulaires, mais également a de nombreuses régulations
métaboliques :

— production de prostaglandines

— fonctionnement des récepteurs hormonaux

— adhésion cellulaire (Colette et Monnier, 2011)
Un r6le de transport de vitamines : ils véhiculent quatre vitamines liposolubles : A, D, E et
K (Benhouda, 2016).

7.1.2. Polysaccharides
Ce sont des unités complexes de molécules de sucre liees ensemble que I'on trouve dans
toutes les plantes. Du point de vue de la phytothérapie, les polysaccharides les plus importants
sont les mucilages « visqueux » et les gommes, présents dans les racines, les feuilles et les
graines. Le mucilage et la gomme absorbent de grandes quantités d'eau, produisant une masse
gélatineuse qui peut étre utilisée pour calmer et protéger les tissus enflammés. Certains
polysaccharides, tel que les pectines, sont utilisés en cosmétologie (Tahouo, 2016).

L’inuline, polymére de polysaccharides composé de chaines de fructose, tout comme
I’amidon, polysaccharide a base de D-glucose, sont présents en quantité moindre mais jouent
un role essentiel comme moyen de stockage de I’énergie, notamment dans les racines de la

plante (Apolinario et al., 2014).

7.1.3. Protéines
Les protéines jouent un rdle structural et participent au renouvellement des tissus veégétaux.
En industries agroalimentaires, les protéines végétales occupent une place de choix tant par leur

valeur et propriété nutritionnelle par rapport a la source animale (Bruneton, 1999).

7.2. Métabolites secondaires
Les métabolites secondaires sont classés selon leur appartenance chimique en 3 grandes

classes :

e les alcaloides
e les composés terpéniques

e les composés phénoliques
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7.2.1. Les alcaloides
Les alcaloides sont des substances organiques produites par les plantes comme
métabolites secondaires le plus souvent d’origine végétale mais aussi animale. Les alcaloides
sont des composés azotés ayant a faible dose des propriétés pharmacologiques marquées. Les
plantes les utilisent pour la plupart d’entre eux dans leur systéeme de défense contre les

herbivores et les pathogenes car ces composés sont toxiques (Togola et al., 2019).

Les alcaloides sont classes selon leur forme et leur origine biosynthétique, On distingue

trois types d’alcaloides représenté dans le tableau 03 (Bruneton, 2009 ; Ghedjati, 2018).

Tableau 03 : Les différents types des alcaloides classés selon la forme et 1’origine (Bruneton,

2009 ; Ghedjati, 2018)

Type Définition Exemple

Les alcaloides vrais Ce sont bio synthétiquement formés a partir Atropine

d’acide aminé et comportent un atome d’azote
dans un systeme hétérocyclique.

Hyoscyamine

Les proto-alcaloides

Ce sont des amines simples dont 1’azote n’est pas

Stachydrine

inclus dans le systeme hétérocyclique ; ils sont Hordenine
élaborés in vivo a partir d’acides aminés Mescaline
Ephédrine
Les pseudo-alcaloides | Ils présentent le plus souvent toutes les Coniine.
caractéristiques des alcaloides vrais, mais ne sont | Caféine
pas dérivés des acides aminés. L’incorporation de | Gentianine
’azote dans la structure se fait en phase finale. Tomatidine

7.2.2. Les composés terpéniques

Les terpenes sont une classe de métabolites secondaires qui peuvent étre trouvés dans
une variété d'espéces animales et végétales. lls sont considérés comme les composés naturels
les plus structurellement diversifiés et les plus abondants. Ces composés sont formés par la
condensation d'unités d'isoprene a cing carbones et peuvent étre classés en différents sous-
groupes en fonction du nombre de ces unités qu'ils contiennent (ex : mono-terpenes (C10), les
di-terpénes (C20), tri-terpenes (C30)) et lorsqu'ils contiennent de I'oxygene, ils sont appelés
terpénoides (figurel0) (Silva et al., 2019 ; Huang et Osbourn, 2019).
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Figure 10 : Structures chimiques de certains terpenes communs (Troost et al., 2019).

7.2.3. Les composés phénoliques
Les composés phénoliques sont des métabolites secondaires des plantes ayant des
propriétés antioxydantes (Ganesan et Xu, 2017). Cette derniére dépend de la structure de leurs

groupes fonctionnels ou ils comportent au moins un cycle phénol (Hussain et al., 2016).

Les composés phénoliques sont impliqués dans le systeme défensif en incluant une
protection contre les rayons ultraviolets, les agents pathogenes, les parasites et les prédateurs
(Brglez et al., 2016).

Ces composeés sont intégrés dans I'alimentation humaine et proviennent de plantes comme

les fruits, les Iégumes, les céréales et le café (Fraga et al., 2019).

7.2.3.1. Classification
a. Les flavonoides
IIs sont structurellement basés sur un squelette a 15 atomes de carbone d'un cycle

chromane attaché a un deuxieme cycle aromatique (figure 11) (Fraga et al., 2019).
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Figure 11 : structure de base des flavonoides (Fraga et al., 2019).

Les flavonoides peuvent étre subdivisés en plusieurs classes dont les plus importantes sont :

flavones, isoflavandiols, flavanols, flavondiols, aurones, chalcones, anthocyanins (Munawar
etal., 2017).

Les principales classes des flavonoides sont représentées dans le tableau 04 suivant : (Richard
etal., 2014 ; Brglez et al., 2016 ; Moosavi et al., 2016).

'

l]‘?
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Tableau 04 : Les principales classes des flavonoides

Stress oxydatif

Classes Structure Origine Principales molécules
Flavanol e Catéchines
fruits, cacao, e Gallocatéchines
thé e Proanthocyanidines
Flavonol Oignons, o Kaempférol,
brocolis, e Quercétine
tomate, the e Myricétine
Flavone Flavones Tisanes, e Apigénine,
plantes e Lutéoline
aromatiques
Isoflavone it Soja, e Daidzeine,
5 Iégumineuses e Génistéine
0
OH
Flavanone Agrumes e Naringénine
e Eriodictyol
e Herpérétine,
Baies, fruits e Cyanidine,
rouges, vin e malvidine
Anthocyane e delphinidine

'

18
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b. Acides phénoliques

Le terme d’acide phénolique peut s’appliquer a tous les composés organiques possédant

au moins une fonction carboxylique et un hydroxyle phénolique. Ces composés se trouvent

dans un certain nombre de plantes agricoles et médicinales ; ils se separent en deux grands

groupes distincts : les acides hydroxybenzoiques et les acides hydroxycinnamiques (Brglez et
al., 2016 ; Munawar et al., 2017).

Tableau 05 : Structures et classification de quelques acides phénoliques (Munawar et al.,

2017 ; Trabsa, 2018).

Classe Acide phénolique Structure
Acide vanillique 0
(R =OCH3) H
Acide cinnamique Acide Protocatechuique OH
(R=H) R—C
0 o o
| Acide gallique
O
X “0H (R=H) H
l Acide syringique OH
7 (R = OCH3) R
Acide benzoique Acide férulique H / H
HyC
—\ o Acide caféique
/ ! / —
& b, /4 (R=H) 0
\ . o
\ . \(_)H Acide chlorogénique H / o—R
(R = 5quinonyl)
H
HyC
Acide sinapique /
H OH
HiC




Chapitre 1 Stress oxydatif

c. Lestanins
Les tanins sont des substances phénoliques polymériques d’une masse moléculaire
comprise entre 500 et 3000 Daltons, d’origine végétale existant dans toutes les parties de la
plante : 1’écorce, le bois, les feuilles, les fruits et les racines a différentes concentrations. Ils
sont dotés d’un pouvoir astringent et sont capables de se lier aux protéines en solution et les
précipiter ce qui leur confére la propriété de tanner la peau (Brglez et al., 2016 ; Vandi et al.,
2016).

Les tannins sont divisés en deux groupes distincts :

e Lestanins condensés : appelés aussi procyanidines ou proanthocyanidines, se sont
des composés qui ne possédent pas de sucre dans leur molécule et leur structure est
voisine de celle des flavonoides (figure12) (Vandi et al., 2016).

e Lestanins hydrolysables : sont des oligo- ou des polyesters d’un sucre qui est tres
généralement le glucose et d’un nombre variable de molécules d’acide phénol qui
est soit D’acide gallique dans le cas des tanins galliques, soit l‘acide
hexahydroxydiphénique (HHDP) et ses dérivés d’oxydation dans le cas des tanins

ellagiques (figurel2) (Benyahia, 2017).
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Figure 12 : (A) Structure chimique d’un tanin condensé (Benyahia, 2017) ; (B) structure
chimique d’un tanin hydrolysable (Brglez et al., 2016).
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1. Généralités sur les plantes médicinales

Le terme de phytothérapie provient du grec phyton (“plante™) et therapeia ("traitement™) ;
elle est considérée comme la plus ancienne forme de soins de santé¢ connue de I’humanité. Les
herbes ont été utilisées par toutes les cultures a travers 1’histoire (Al-Snafi, 2018). Cette pratique

est ancestrale et répandue dans le monde entier (Chabosseau et Derbré, 2016).

Les remedes naturels et surtout les plantes médicinales ont été pendant longtemps le
principal, voire 1’unique recours de la tradition orale pour soigner les pathologies (Haddouchi
et al., 2016). De ce fait, les plantes sont considérées comme des ressources importantes pour
les chercheurs pour prouver et développer de nouveaux médicaments (Jahanban-Esfahlan et al.,
2017).

L’Algérie possede un riche patrimoine d’agro-ressources médicinales utilisées
traditionnellement pour le traitement de nombreuses maladies, telles que les maladies

cardiovasculaires, le diabete, le stress oxydant ... (Hammiche et al., 2013).
2. Famille des Solanacées

La famille des Solanacées est I’'une des familles les plus diversifiées et les plus complexes
des Angiospermes, du fait du grand nombre d’espéces qu’elle comporte (environ 2500 dont 100
genres) (Fadl Almoulah et al., 2017).

Les solanacées sont des plantes herbacées, arbres, arbustes ou lianes largement répandus
dans les régions tropicales des deux hémispheres, trés bien représentées dans I'Amérique du sud
et tropicale, moins nombreuses dans les régions tempérées (Judd et al., 2002).

Les plantes de cette famille présentent une grande variété de métabolites secondaires avec
différentes activités biologiques, ce qui les rend trés importantes du point de vue économique,
agricole et pharmaceutique (Fadl Almoulah et al., 2017).

3. Genre Hyoscyamus

Le genre Hyoscyamus appelé aussi jusquiame, fait partie des plantes toxiques les plus
connues de la famille des Solanacées (Burrows et Tyrl, 2013). Ce genre est une réserve
importante de plantes médicinales dont I'utilisation remonte a I'histoire ancienne. La jusquiame
comporte une vingtaine d’especes réparties dans le bassin méditerranéen, I’ Afrique du Nord et

1’ Asie occidentale (Jouzier, 2005).
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Les espéces de ce genre mesurent généralement de 30 a 100 cm de hauteur dont les plus
étudiées sont la jusquiame noire (Hyoscyamus niger), jusquiame blanche (Hyoscyamus albus),
jusquiame d’Egypte (Hyoscyamus muticus) (Mahfouze et Ottai, 2011).

Ces especes ont fait I’objet de plusieurs études grace a leurs effets thérapeutiques ainsi

que leur phytochimie (Mahfouze et Ottai, 2011).
4. Plante étudiée : Hyoscyamus niger

4.1. Historique

La jusquiame noire a été utilisée comme un médicament depuis les derniers siéecles ; les

thérapeutes dans le passé étaient plus familiers avec cette plante.

e Quelques vertus de I’Hyoscyamus niger ont été enregistrées au Xe siecle et il a été
connu comme Jusquiasmus

e Hyoscyamus niger est cultivé aux Etats-Unis au XV1le siécle en tant que plante
médicinale et ornementale

e Hyoscyamus niger a été supprimé de la pharmacopée britannique au cours de 1746-
1788 et a été enregistré a nouveau en 1809 (Alizadeh et al., 2014).

e Lagraine est inscrite a la Pharmacopée francaise en 1975 (Jouzier, 2005).

4.2. Habitat

La jusquiame noire pousse mieux dans les sols sableux ou limoneux bien drainés a fertilité
modérée. Elle ne tolére pas les sols gorgés d'eau ; elle est répartie dans le bassin méditerranéen
(Jouzier, 2005), et I’Afrique du Nord (Algérie, Maroc, Tunisie). Cette espéce est distribuee
¢galement dans presque toutes les régions de 1’hémisphére nord, en Europe (Belgique,
République tchéque, Allemagne...) en Asie (Géorgie, Chine, Japon, Iran, lraq, Liban,
Turquie...) et méme en Amérique du Nord (Etats-Unis) (Alizadeh et al., 2014 ; Al-Snafi, 2018).

4.3. Description
C’est une plante herbacée également connue sous le nom de la jusquiame commune ou la
morelle. Peut-étre annuelle ou bisannuelle et elle peut atteindre trois pieds de haut. Elle se

reproduit uniqguement par la production de graines ; elle est caractérisée par (figure 13) :

e des tiges dressées, feuillues, épaisses, grossieres et largement ramifiées.
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e Les feuilles sont alternes, oblongues a ovales, de couleur vert grisatre, avec une
nervure médiane blanc creme. Le feuillage est couvert de poils fins et collants et
dégage une odeur nauséabonde.

e Des fleurs sont en forme d'entonnoir velu a cing lobes, de teinte jaune sale veinée
de violet et d’un pourpre noiratre a la gorge. Les fleurs sont observées de juin a
septembre, mais les fleurs de forme annuelle sont en juillet ou aodt et les fleurs
bisannuelles sont en mai et juin.

e Le fruit de la plante est en forme d'ananas apparaissent aprés la floraison. La

jusquiame noire produit de 10 000 a 500 000 graines par plante.

e Racine : Grande racine pivotante blanchatre, ramifiée et charnue (Pudersell, 2006 ;
Alizadeh et al., 2014).

Figure 13 : Aspect morphologique de Hyoscyamus niger (Tahireh et al., 2017).

4.4. Classification botanique

La classification de la plante Hyoscyamus niger est présentée dans le Tableau 06

'
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Tableau 06 : Classification botanique de Hyoscyamus niger (Alizadeh et al., 2014 ; Al-
Snafi, 2018)

Rang taxonomique Nomenclature
Régne Plantae
Superdivision Embryophyta
Division Tracheophyta
Subdivision Spermatophytina
Classe Magnoliopsida
Ordre Solanales
Famille Solanaceae
Genre Hyoscyamus
Espéce Hyoscyamus niger

4.5. Noms vernaculaires de Hyoscyamus niger
Les noms vernaculaires de Hyoscyamus niger sont représentés dans le tableau 07.

Tableau 07 : Noms vernaculaires de Hyoscyamus niger (Hammiche et al., 2013).

Nom scientifique
e Hyoscyamus niger

Nom francais
e Jusquiame noire

Nom anglais

e Black henbane
Nom arabe e Bounajrouf

e Sikran
Nom berber

e Tesker
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4.6. La toxicité

Hyoscyamus niger est une plante toxique en raison de sa teneur en alcaloides et elle peut
étre mortelle. Les intoxications accidentelle sont rares car, la plante est trés velue, le fruit peu
attirant et 1’odeur est désagréable. L’ingestion d'une dose élevée entraine des symptomes
suivants : Mydriase, tachycardie, agitation, convulsions et coma, bouche seche, soif, trouble de
la parole, dysphagie, peau chaude, rougeur, pyrexie, nausees, vomissements, maux de téte,
rétention urinaire, distension de la vessie... (Goullé et al., 2004 ; Pokorny et Mangold, 2010 ;
Alizadeh et al., 2014).

4.7. Usages traditionnels
Hyoscyamus niger a une trés longue histoire d’utilisation comme plante médicinale. Elle
est utilisée pour le traitement des douleurs dorsales et les crampes musculaires, les atteintes

oculaires, les mycoses, les pédiculoses (Maiza et al., 2006).

Il est également utiliser pour le traitement des troubles mentaux, la manie épileptique,
paralysie... (Al-Snafi, 2018).

L’huile des graines est utilisée pour le traitement des douleurs névralgiques, dentaires et

rhumatismales (Hajipoor et al., 2015).

Hyoscyamus niger est un parasympatholytique léger avec des propriétés sédatives
marquées. Il est employé comme antispasmodique, antiasthmatique, analgésique local, et
antiparkinsonien ; la jusquiame noire est utilisée également comme bronchodilatateur, anti

sécretoire et anti-diarrhéique (Hammiche et al., 2013 ; Alizadeh et al., 2014).

4.8. Composition chimique
La jusquiame est utilisée en médecine traditionnelle car elle renferme de nombreux
principes actifs. Elle est caractérisée du point de vue phytochimique par sa richesse en alcaloide
(0,2 a 0,5 %) majoritairement sous forme de 1’hyoscyamine mais également sous forme
d'atropine et de scopolamine. La L-hyoscyamine et I’atropine représentent 67 % des alcaloides

totaux de la plante séche, et la scopolamine 33 % (Goullé et al., 2004).

La feuille de la jusquiame est particulierement riche en matiere minérale qui atteint 20%.

Par ailleurs, la plante contient 15 a 20% d’huile (Hammiche et al., 2013).
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1. Objectif

L’objectif de notre travail est I’évaluation du pouvoir antioxydant des extraits riches en acides

gras de la partie aérienne de Hyoscyamus niger

L’étude a été réalisée au niveau des laboratoires de la faculté des Sciences de la Nature et de la
Vie, Sciences de la Terre et de 1‘Univers, Université Abou-Bakr-Belkaid Tlemcen. Elle

comporte deux parties :

Partie 1 : préparation des extraits hexanique, chloroforme-méthanol et étherique (éther de
pétrole) a partir de la partie aérienne de Hyoscyamus niger

Partie 2 : évaluation de I'activité antioxydante des extraits obtenus par deux méthodes :

e Réduction du fer : Ferric reducing antioxidant power (FRAP)

e Test de blanchiment du -carotéene
2. Matériel végétal

Notre étude a été réalisée sur la partie aérienne (feuilles, fleurs et tiges) de Hyoscyamus
niger, une plante de la famille des solanacées, qui a été récoltée au mois de juin 2019 a la
commune d’Ain-fezza, willaya de Tlemcen (Figurel4).

Aprés la récolte, les feuilles ont été lavées soigneusement a 1’eau courante afin de les
débarrasser de la poussicre et autres particules, séchées a I’abri de I’humidité et de la lumiére
du soleil pendant une semaine, ensuite broyées a I’aide d’un broyeur électrique jusqu'a
I’obtention d’une poudre (figure 14). Cette dernicre a été conservée dans des flacons fermés et

étiquetés et mise a 1’abri de la lumiere en attendant d’étre analysée.

Figure 14: photographie personnelle de la partie aérienne de Hyoscyamus niger

"A et B " montrent la plante fraiche, "C " la poudre obtenue aprés broyage.
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3. Extraction par soxhlet

3.1. Extrait hexanique

Dans un systeme conventionnel de Soxhlet, 26g de
la matiére végétale est placé dans une cartouche
poreuse. Le solvant (250 ml du n-hexane), contenu
dans le ballon, est porté a ébullition, ce qui le transféere
dans la partie supérieure. L3, il est condensé grace aun
réfrigérant situé en haut de I’installation et s’accumule

autour et a ’intérieur de la cartouche (figure 15).

L’extraction s’effectue jusqu’a ce que la totalité
des métabolites solubles dans 1’hexane soit extraite et

se retrouve dans le solvant. L’extraction se fait

pendant 6 heures.
Figure 15: Montage d’extraction
par I’appareil de soxhlet

La séparation du solvant de I’extrait est faite a 1’aide d’un évaporateur rotatif (figure 16).

(A) (B)

Figure 16 : (A) ’appareil rotavapor, (B) I’extrait obtenu aprés 1’évaporation

(Photos prises aux laboratoires de biochimie)

——
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3.2. Extraits, chloroforme-méthanol et éther de pétrole

La poudre de la plante obtenue apres 1’extraction hexanique est récupérée pour réaliser les
deux autres extractions. Ces dernicres se font en suivant le méme protocole d’extraction par
soxhlet; la différence concerne les solvants utilisés et qui sont le mélange
chloroforme/méthanol (1/2 ; V/V) et I’éther de pétrole.

L’extraction est suivie d’une évaporation afin de récupérer les différents extrais.

3.3. Le rendement en extrait sec
Le rendement en extrait sec est déterminé par le rapport entre le poids de I’extrait sec déja
calculé (en gramme) sur le poids du matériel végétal utilisé pour I’extraction en gramme. Le

rendement est calculé par rapport a 100 grammes de la matiere végétale seche.

R% = m /mo x100

% R :rendement exprimé en %.

“* m: masse en gramme de I’extrait sec récupéré.

R/

+«» mO0 : masse e gramme du matériel végétal sec pour chaque extrait.

4. Evaluation de P’activité antioxydante
4.1. Test du pouvoir réducteur du fer : FRAP (Ferric reducing antioxidant power)

a. Principe

Le pouvoir réducteur d’un extrait est associé a son pouvoir antioxydant. Cette technique a
été développée pour mesurer la capacité des extraits des plantes a réduire le fer ferrique (Fe )

présent dans le complexe de ferricyanure de potassium (KsFe(CN)e) en fer ferreux (Fe?).

Le fer ferrique initialement jaune, se réduit et devient bleu ou vert en présence d’un donneur
d’¢lectron. L’absorbance du mélange réactionnel a 700 nm est proportionnelle au pouvoir

réducteur des extraits testés (Habibou et al., 2019).

b. Solutions a préparer :
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+«+ Solution tampon de phosphate 0,2M ; pH = 6,6
¢+ Solution de ferricyanure de potassium KsFe(CN)gsa 1%
¢+ Solution de I’acide trichloracétique TCA a 10%

¢+ Solution aqueuse de chlorure ferrique FeClz a 0,1%
c. Mode opératoire : le protocole suivi est celui de (Karagozler et al., 2008)

La figure 17 schématise les étapes du test FRAP. Pour ce test I’acide ascorbique est

utilisé comme molécule antioxydante de référence.

T C—

Figure 17 : Protocole d’évaluation du pouvoir réducteur des extraits de Hyoscyamus niger.
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4.2. Test de blanchiment du p-caroténe

a. Principe

C’est une méthode colorimétrique basée sur la capacité des extraits a inhiber le blanchiment
de B-caroténe. Cette décoloration résulte de 1’oxydation du B-carotene par les produits
hydroperoxydes formés durant 1’oxydation de I’acide linoléique sous 1’action thermique

(Merouane et al., 2014).

L’oxydation de I’acide linoléique génére des radicaux peroxydes, ces radicaux libres vont
par la suite oxyder le B-carotene entrainant ainsi la disparition de sa couleur rouge, qui est suivie
par spectrométrie a 470 nm. Cependant la présence d’un antioxydant pourrait neutraliser les
radicaux libres dérivés de 1’acide linoléique et donc prévenir I’oxydation et le blanchiment du

B-caroténe (Harrar, 2018).
b. Mode opératoire
Le protocole suivi est celle de (Ksouri et al., 2019) avec quelques modifications

e Préparation des dilutions des extraits solubilisés dans 1’¢thanol a différentes
concentration : 0,375;0,75;1,25; 2,5; 5 mg/ml

e Préparation de blanc : 200mg de Tween 40 et 20 mg de I’acide linoléique sont dissous
dans 50 ml d’eau distillé saturée en OXygeéne.

e Préparation de I’emulsion: 2 mg de B-carotene sont solubilisées dans 10 ml de
chloroforme ; 1 ml de la solution obtenue est introduit dans un bécher contenant 200 mg
de Tween 40 et 20 mg de I’acide linoléique. Apres €vaporation de chloroforme au bain
marie a 40°C un volume de 50 ml d’eau distillée saturée en oxygene est ajouté au
mélange.

e 2 ml de I’emulsion est mélangé avec 100 pl de la solution des extraits , la lecture se fait
a 470 nm contre le blanc préparé apres 120min d’incubation au bain marie.

e le controle négatif est représenté par une solution contenant 2 ml de I’émulsion et 100
ul de I’éthanol. La lecture de I’absorbance se fait & To et & T12o .

e La lecture de DO de contréle a To (470nm)

e Incubation au bain marie a 50°C pendant 120 min

e Lalecture de I’absorbance de tous les tubes a T120 (Ksouri, A et al., 2019)

Remarque : le méme protocdle est suivi en remplacant 1’extrait par la molécule de référence
qui est le BHT.
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L'activité antioxydante (%) des extraits est évaluée en termes d’inhibition de blanchiment de -

caroténe en employant la formule suivante :
| % = ((AA(lZO) —Ac (120)) / (AC(O) —AC(120))) x100

AA (120) : représente I’absorbance en présence de 1’extrait (antioxydants) a 120 min.
AC (0) : représente 1’absorbance du contrdle a 120 min.

AC (120) : représente 1’absorbance du contrdle a 0 min.
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1. Rendement des extraits de Hyoscyamus niger

Aprés ’extraction, les extraits séchés sont récupérés et les rendements sont calculés ; le
rendement a été déterminé par rapport a 100 g de matériel végetal sec, les résultats ont été

exprimés en pourcentage massique (p/p).
Le tableau (08) résume les caractéristiques ainsi que le rendement de chaque extrait.

Tableau 08 : Rendements, aspects et couleurs des extraits de Hyoscyamus niger

Extrait Couleur Aspects Rendement (%)
Hexanique Marron-verdatre Huileux 4,1%
Chloroforme-méthanol Marron-verdatre Pateux 7,58%
Ether de pétrole Vert Huileux Non déterminé

A la lumiére de ces résultats on constate que 1’extrait chloroformique-méthanolique (E
chlo/meth) récupéré sous forme pateux a donné un rendement appréciable qui est de 7,58%,
tandis que I’extrait héxanique marque un rendement plus faible qui est de 4,1%. Les

rendements d’extraction obtenus dépendent du solvant d’extraction.

2. Evaluation de Dactivité antioxydante
L’activité antioxydante des extraits de Hyoscyamus niger a été évaluée par deux méthodes
différentes : le test du pouvoir réducteur du fer (FRAP) ainsi que le test du blanchiment de B-

caroténe.

2.1. Test du pouvoir reducteur du fer (FRAP)
Les résultats de la capacité des extraits de Hyoscyamus niger et du standard (acide

ascorbique) a réduire le fer en fonction de la concentration sont représentés dans la figure (18).
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Figure 18 : Représentation graphique du pouvoir réducteur des extraits (hexa ; chlo/méth) de

la partie aérienne de Hyoscyamus niger et de 1’acide ascorbique

D’aprés les graphes, on remarque que le pouvoir réducteur des différents extraits de la plante
Hyoscyamus niger et du standard est concentration dépendante. En effet il augmente avec

I’augmentation de la concentration.

Cette augmentation est trés considérable pour I’extrait chloroforme-méthanol (E chlo/méth) qui
a atteint, a une concentration de 5 mg/ml, le pouvoir réducteur du fer le plus élevé (DO= 1,328
nm), a la méme concentration, 1’extrait hexanique (E hexa) révele un pouvoir réducteur moins

faible (DO=0,82nm).

L’acide ascorbique employé dans cette méthode comme un contrdle positif, a montré un

pouvoir réducteur plus élevé en utilisant les mémes concentrations.

Cette méme activité antioxydante (réduction du Fer) est estimée par la concentration efficace

(ECs0) déterminé graphiquement et qui correspond a une absorbance de 0.5 a 700 nm.

Les résultats ainsi obtenus sont représentées dans le graphe suivant :
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Figure 19 : représentation graphique de ECso des extrais (chlo/méth ; hexa) de Hyoscyamus

niger et I’acide ascorbique.

ECso est inversement lié a la capacité antioxydante d'un composé, car il exprime la quantité
d'antioxydants requise pour diminuer la concentration du radical libre de 50%. Plus la valeur

d’ECso est basse, plus I'activité antioxydante d'un composé est élevé (Pokornyet al., 2001).

L’analyse des graphes, aprés la comparaison des EC50 des différents extraits et de 1’acide
ascorbique (antioxydant de synthése), révele que 1’extrait (chlo/méth) possede une ECs0 de
1,77mg/ml largement inférieur a celle de I’extrait hexanique 2,86 mg/ml, par conséquent une
meilleure activité antioxydante, mais ce qui reste trés faible par rapport a I’acide ascorbique
(ECs0 = 0,04 mg/ml).

2.2.Test du blanchiment de B-caroténe
Le test d'activité de blanchiment de béta-caroténe a également été utilisé pour démontrer les

propriétés antioxydantes des extraits de la partie aérienne de Hyoscyamus niger.

Dans ce test, l'oxydation de l'acide linoléique produit des radicaux libres dérivés de
I'hydroperoxyde qui attaque les onze paires de doubles liaisons de la B-caroténe, entrainant un
blanchiment de la réaction d’émulsion. Un extrait capable de retarder ou d'inhiber I'oxydation
du B-caroténe peut étre décrite comme un éliminateur de radicaux libres et un antioxydant

primaire (Marmouzi et al., 2015).

——
| —
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Pour la réalisation de ce test, une gamme de concentrations de 0,312 a 5 mg/ml a été choisie.
Cette méthode été mesuré spectrophotométriquement a 470 nm de la décoloration du B-caroténe

apres son oxydation en présence de 1’extrait hexanique ou de BHT (antioxydant de synthése).

Les valeurs de DO obtenues ont permis de calculer les pourcentages d’inhibition de
blanchiment du B-caroténe, ces pourcentages ont permis de tracer des courbes ayant des allures

linéaires (figure 20 et 21).
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Figure 20 : Pourcentages d’inhibition de blanchiment du B-caroténe en fonction des

différentes concentrations de 1’extrait hexanique.
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Figure 21 : Pourcentages d’inhibition de blanchiment du B-caroténe en fonction des

différentes concentrations de BHT

D’aprés les graphes, on constate que le pourcentage d’inhibition de 1’oxydation du B-caroténe

est proportionnel a la concentration.

A une concentration de 0,312 mg/ml, I’extrait hexanique possede une faible capacité a piéger
les radicaux libres, avec un pourcentage qui ne dépasse pas 21,05%, cette valeur est Largement

inférieur a celle de BHT qui a atteint un pourcentage d’inhibition de 22,17% a 0,1 mg/ml.

La capacité antioxydante de 1’extrait hexanique et du BHT a été exprimée aussi par la

détermination des Clso, les valeurs sont représentées dans la figure (22).




Partie expérimentale Résultats et interprétation

1,8

1,6

1,4
=
= 1,2
Ity
s 1 mE hexa
g 0,8 ® BHT
~ 06

0,22
0,4
0’2 -
0
E hexa BHT

ECHANTILLONS

Figure 22 : représentation graphique des ICso0 de I’extrait hexanique de Hyoscyamus niger et
du BHT

Les résultats obtenus montrent que le BHT possede une capacité antioxydante huit fois plus
importante a celle de I’extrait hexanique avec des valeurs de 0,22 mg/ml et 1,96 mg/ml

respectivement.

——
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Ces derniers temps, 1’évaluation des plantes médicinales pour leurs activités biologiques
a augmenté considérablement en Algérie. Cela montre que les molécules isolées a partir des
plantes médicinales sont certainement intéressantes pour étre utilisées en thérapie alternative

ou comme modele pour la synthése de nouvelles substances (Houghton, 2000).

L’objectif de ce travail est porté sur 1’évaluation du pouvoir antioxydant des extraits

riches en acides gras de la partie aérienne de Hyoscyamus niger.
Le rendement des extraits

Afin d’évaluer les effets biologiques de Hyoscyamus niger, nous avons procédé a des

extractions sur la partie aérienne de la plante, et au calcul des rendements de chaque extrait.

Le rendement le plus important a été obtenu dans 1’extrait chloroforme-méthanol
(7,58%) suivi par I’extrait hexanique (4,1%). Cependant nos résultats restent meilleurs et loin
d’étre comparés a ceux de D’extrait hexanique (1,09%) et I’extrait chloroformique (1,99%)

obtenus par extraction par soxhlet de Hyoscyamus gallagheri, selon Hossain et al., (2019).

Cette variabilité du rendement des deux extraits peut étre due a la période de la récolte,
aux conditions et a la durée du stockage, ainsi qu’aux solvants utilisés. En effet, le choix des
solvants d’extractions est basé sur leur faible polarité et leur capacité a extraire certaines
molécules. L’extraction d’une molécule se fera toujours par solvant de méme polarité. Les
solvants polaires tels que I’eau, le méthanol, 1’éthanol permettrons 1’extraction de molécules
polaires : phénols, alcaloides, protéines, acide aminés ; Les solvants apolaires comme 1’hexane,

le toluene, le chloroforme vont extraire les carbures, lipides, cires... (Tahouo, 2016).

Le mélange chloroforme / méthanol présente un fort pouvoir dissolvant pour une grande
variété de lipides. Ce mélange est également capable de briser les membranes et de dénaturer
les protéines (Patel et al., 2018).

Dans le cas de I’extraction par soxhlet, plusieurs facteurs interviennent tels que : la
nature du solvant, le temps d’extraction et le nombre de cycles nécessaires, le débit de
condensation, le rapport du solvant matiére végétale et le taux de remplissage de la cartouche
(Herzi et al., 2013).

Cette technique est retenue car elle favorise une extraction relativement compléte des

métabolites présents dans la matrice végetale (Chaouche, 2016).
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Activité antioxydante

Pour la méthode de FRAP, nous avons remarqué une augmentation proportionnelle de
la réduction du fer avec I’augmentation des concentrations des deux extraits de Hyoscyamus

niger.

Comme nous avons pu le voir précédemment que les échantillons étudiés présentent une
capacité réductrice du fer, nous pouvons les classer comme suit : extrait chloroforme/méthanol
(ECs0=1,77 mg/ml), extrait hexanique (ECs0=2,86 mg/ml).

Ceci peut étre relié aux résultats obtenus par Elsharkawy et al. (2018) qui ont montré
que I’extrait méthanolique de la partie aérienne de Hyoscyamus muticus récoltée de la région
du nord de I'Arabie saoudite presente une faible capacité réductrice (CEso de 12,74 mg/ml) par

rapport a celle de ’acide ascorbique (ECs0= 0,095 mg/ml).

Une étude réalisé par Guler (2011) a montré une capacité réductrice de 1’ordre de (ECs0=
2,58 mg/ml) dans I’extrait méthanolique de la partie aérienne de Hyoscyamus reticulatus
récoltée en juin 2010 a Konya, Turquie.

Les résultats obtenus par Guler (2011) ont démontré que les extraits et I'huile de
Hyoscyamus reticulatus peuvent étre utilisés comme source d'antioxydant naturel dans les

industries alimentaires et pharmaceutiques.

Hajipoor et al. (2015) ont réalisé une étude sur des parties aériennes de Hyoscyamus
niger et ils ont trouvé que la capacité réductrice de 1’extrait méthanolique est de 377 + 1,21
ug/ml ; tres faible par rapport a celle de butylhydroxytoluéne (BHT) (21 + 0,68 pg /ml) et de
I’acide ascorbique (4,8 + 0,32 nug / ml).

Selon Deghima (2015) et en étudiant le pouvoir réducteur de Hyoscyamus albus, les
résultats montrent que les fleurs donnent une absorption maximale de 1,47, alors que les feuilles

ne donnent que 0,49 (a une concentration de 5 mg/ml).

Le pouvoir réducteur des extraits de 1’espéce Hyoscyamus niger est probablement di a
la présence des groupements hydroxyles qui peuvent servir comme donneur des électrons aux
radicaux libres réactifs, les convertissant en especes non-réactives. De méme Quelques études
antérieures ont également montré que le pouvoir réducteur d’'un composé peut servir comme un

indicateur significatif de son activité antioxydante potentielle (El-haci et Atik-Bekkara, 2011).
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Par ailleurs I’évaluation de ’activité antioxydante par la technique de blanchiment du
B-caroténe montre que La plante présente une bonne activité avec une 1Cso de 1’ordre de 1,96
mg/ml pour I’extrait hexanique mais ce qui reste largement inférieur a celle du standard BHT

(1C50=0,22 mg/ml).

Dans cette méthode, le P-carotene subit une décoloration rapide en absence
d’antioxydants. La présence d’antioxydants tels que les composés phénoliques peuvent
empécher 1’oxydation du B-caroténe en neutralisant les radicaux libres produits par I’oxydation
de I’acide linoléique (Chaouche et al., 2016).

Selon Souri et al (2010), les extraits méthanoliques de Hyoscyamus niger ont montré
une activité antioxydante (ICso = 1,64 pug/ml) par rapport a a-tocophérol (ICs0 = 0,60 pg/ml),

qui a été utilisé comme contréle positif.

D’aprés Benhouda et al., (2014) I’extrait méthanolique des feuilles de Hyoscyamus
albus possede une forte capacité a piéger les radicaux libres, avec un pourcentage qui atteint
(76,00%)

Une autre étude aussi réalisée par Benhouda et al., (2014) montre que 1’extrait
chloroformique des feuilles de Hyoscyamus albus donne une bonne activité inhibitrice avec une
valeur de 1Cs0 de I’ordre de 330,19 + 1,149 pg / ml.

Dans la littérature, plusieurs études ont indiqué que I'huile de certaines especes de

solanacées pouvait étre considérée comme une source d'/AGPI (Guler, 2011)

La présence d'acides gras insaturés dans les membranes lipidiques, en particulier I'acide
linoléique, les rend trés sensibles aux réactions d'oxydation. L'inhibition de I'oxydation de
I'acide linoléique pourrait étre une bonne indication de I'activité antioxydante et a été largement
utilisée (Souri et al ., 2010).

Le degré de désaturation de la composition en acides gras de la plante est inversement
lié & la température régnant pendant la maturation des graines. La proportion d'huile et les
composants chimiques peuvent changer selon les parties de la plante, les périodes de

maturation, les facteurs écologiques et la structure génétique (Karaman et al., 2011).

Une supplémentation quotidienne en acides gras oméga 3 augmente de facon
significative les concentrations en superoxyde dismutase, enzyme largement impliquée dans la
lutte contre les radicaux libres produits par le stress oxydant. En outre, en diminuant les

dysfonctionnements cellulaires liés au stress oxydant, les acides gras oméga 3 stabilisent le

(%)
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potentiel électrique des myocytes et diminuent 1’incidence des troubles du rythme des cellules

cardiaques (Sagols et al., 2010).

En reliant ces deux derniéres informations avec les résultats obtenus, nous expliquerions
les effets trouvés par la richesse de nos extraits en composés apolaires qui peuvent étre des

acides gras a différentes structures.

Ce travail reste préliminaire et mérite d’€tre reproduit en réalisant d’autres techniques
antioxydantes et recherchant la composition des extraits testés afin de cibler une ou une

conjugaison de molécules actives.
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Conclusion

L’objectif de ce travail est 1’évaluation de 1’activité antioxydante des extraits riches en
acides gras de la partie aérienne d’une plante médicinale de la famille des Solanacées a savoir

la jusquiame noire (Hyoscyamus niger).

Les rendements obtenus sont de I’ordre de 4,1% et 7,58 % pour I’extrait hexanique, et

I’extrait chloroforme/méthanol respectivement.

L’activité antioxydante des extraits de Hyoscyamus niger a été évaluée par deux
techniques : la réduction du fer (FRAP) et le blanchiment du p-carotene. Pour la premiére
technique, les résultats montrent que tous les extraits ont une capacité a réduire le fer qui
augmente en fonction de la concentration dont on remarque que 1’extrait chloroforme/méthanol
(EC50=1,77 mg/ml) a une activité plus élevée par rapport a I’extrait hexanique (EC50=2,86 mg
/ml).

Le blanchiment du B-caroténe, montre une bonne activité avec une 1Cso de 1’ordre de

1,96 mg/ml pour I’extrait hexanique mais ce qui reste largement inférieur a celle du standard

BHT (1C50=0,22 mg/ml).

Ces résultats restent préliminaires et ne constituent bien évidemment qu’une premiére
étape de recherche. Des études complémentaires, précises et approfondies, seraient nécessaires,

dont les objectifs se résument dans les points suivants :

% Reéalisation d’autres méthodes d’extraction par changement du solvant et le temps
d’extraction

» Réalisation d’une étude phytochimique approfondie qui consiste a la purification,

I’identification, et la caractérisation des principes actifs par des techniques

chromatographiques et spectrales.

X/

% Réalisation des Tests in vitro de I'activité antioxydante par d'autres méthodes ORAC
(Oxygen Radical Absorbance Capacity) TRAP (Total Radical-Trapping Antioxidant
Parameter) et DPPH (2,2-diphényle-1-picrylhydrazyl)

% Réalisation des tests in vivo pour une meilleure évaluation de I’activité antioxydante de
la plante utilisée

¢ Evaluation d’autres activités biologiques, dont I’activité antimicrobienne, antifongique,

antidiabétique, antitumorale ... et autres

++ Etudier la toxicité de cette plante.
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Résumé

Ce travail s’inscrit dans le cadre de I’évaluation de ’activité antioxydante des extraits riches en acides
gras de la partie aérienne de Hyoscyamus niger récoltée dans la région d’Ain Fezza, Tlemcen.

Hyoscyamus niger est une plante médicinale appartenant a la famille des solanacées, utilisée
traditionnellement pour traiter diverses maladies telles que 1’ Asthme, le diabéte et le cancer...

Dans le présent travail deux extraits ont été préparés, a partir de la partie aérienne de cette plante :
I’un hexanique et I’autre chloroforme/méthanol, les rendements sont de I’ordre de 4,1 % et 7,58 %
respectivement.

L’activité antioxydante a été évaluée en utilisant deux méthodes : le pouvoir réducteur du fer (FRAP)
et le test du blanchissement B-carotene. Pour le premier test les EC50 estimées sont 1,77 mg/ml ; 2,86
mg/ml pour I’extrait chloroforme/méthanol, et hexanique respectivement. Par contre pour le second test
les IC50 ont été estimées a 1,96 mg/ml pour I’extrait hexanique.

Ce travail reste préliminaire et mérite d’étre reproduit en réalisant d’autres techniques antioxydantes
et recherchant la composition des extraits testés afin de cibler une ou une conjugaison de molécules
actives.

Mots clés : Hyoscyamus niger, activité antioxydante, FRAP, blanchissement -carotene.

Abstract

The aim of this work is the evaluation of antioxidant activity of extracts rich in fatty acids of the aerial
part of Hyoscyamus niger collected in the region of Ain Fezza, Tlemcen.

Hyoscyamus niger is a medicinal plant belonging to the Solanaceae family, traditionally used to
treat various diseases such as asthma, diabetes and cancer. .

In the present work, two extracts were prepared, from the aerial part of this plant: hexane and the
chloroform/methanol, the yields are of the order of 4,1% and 7,58% respectively.

Antioxidant activity was assessed using two methods: iron-reducing power (FRAP) and B-carotene
bleaching test. For the first test the estimated EC50 is 1.77 mg/ml ; 2.86 mg/ml for the chloroform
/methanol extract, and hexane respectively, On the other hand for the second test the 1C50 was
estimated at 1.96 mg/ml for the hexane extract.

This work remains preliminary and deserves to be reproduced by carrying out other antioxidant
techniques and researching the composition of the extracts tested in order to target one or a
combination of active molecules.

Key words: Hyoscyamus niger, antioxidant activity, FRAP, B-carotene bleaching.






