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Résumé

Les antioxydants naturels sont trés présents dans le regne végétal. Ces molécules

peuvent s’avérer utiles pour la santé humaine.

Dans ce travail, nous nous sommes intéressés a I’évaluation des propriétés
antioxydantes des extraits hexanique et eau-acétone de la partie aérienne de la plante
médicinale Hyoscyamus niger de la famille solanacée par deux méthodes : réduction de fer

FRAP et le test de blanchissement de B-carotene.

Le test FRAP a montré que les deux extraits étudiés possédent un pouvoir réducteur
avec un potentiel variable d’un extrait a ’autre. L’extrait eau-acétone posséde le pouvoir le
plus élevé avec une ECs de 1,47 mg/ml. Cependant, 1’extrait hexanique présente un pouvoir
faible avec une ECs de 2,87 mg/ml.

Pour le test de blanchissement de [B-caroténe, 1’extrait hexanique a donné une
inhibition plus importante par rapport a I’extrait eau-acétone, avec des valeurs d’ICsy de

1,98 mg/ml et 2,79 mg/ml pour I’extrait hexanique et I’extrait eau-acétone respectivement.

D’aprés ces résultats, il ressort, donc que Hyoscyamus niger est une plante qui
possede une activité antioxydante importante et qui mérite d’étre confirmée par d’autres

techniques.

Mots clés: Hyoscyamus niger, Activité antioxydante, FRAP, blanchissement de B-caroténe.



Abstract

Natural antioxidants are very present in plants. These molecules can be useful for

human health.

In this work, we are interested in the evaluation of the antioxidant properties of
hexanic and water-acetone extracts of the aerial part of the medicinal plant Hyoscyamus niger
of the Solanaceae family by two methods: iron reduction (FRAP) and (-carotene bleaching

tests.

The FRAP test showed that the two extracts studied have a reducing power with a
variable potential. The water-acetone extract has the highest potency with an ECsy of 1.47

mg/ml. However, hexanic extracts has low potency with ECsq of 2.87 mg/ml.

For bleaching of B-carotene test, the hexanic extract gave a greater inhibition
compared to the water-acetone extract, with 1Cso values of 1.98 mg/ml and 2.79 mg/ml for

hexanic extract and water-acetone extract respectively.

Based on these results, it can be concluded that Hyoscyamus niger is a plant with

antioxidant activity and which deserves to be confirmed by other techniques.

Key words: Hyoscyamus niger, activity antioxidant, FRAP, bleaching of p-carotene
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Introduction générale

Pendant des siécles, les plantes médicinales furent le principal recours de I’homme
pour la fabrication de remédes pharmaceutiques (Hebi et Eddouks, 2015). Les plantes
médicinales sont définies comme des plantes dont au moins une partie possede des propriétés

médicamenteuses, et est appelée aussi « drogue végétale » (Gazengel et Orecchioni, 2013).

De méme il s’est avéré, que les principes actifs des plantes médicinales sont souvent
lies a leurs métabolites secondaires, qui sont largement utilisés en thérapeutiques comme
agents préventifs anti-inflammatoires, antimicrobiens, antiseptiques, diurétiques et en

particulier antioxydants qui défendent contre le stress oxydant (Ouelbani et al., 2016).

Ce dernier est définie par un exceés d’especes chimiques trés réactives appelées espece
réactives de I’oxygene (ERO), par rapport aux systémes de défense antioxydante. Toutefois,
lorsqu’un état de stress oxydant s’établit dans la cellule, les ERO en excés sont susceptibles
d’attaquer les cibles cellulaires, ce qui a pour conséquence des dommages oxydatifs au niveau
des lipides, des protéines, des acides nucléiques (Bonnefont-Rousselot, 2014), pouvant
entrainer un grand nombre de pathologies graves dont la plupart apparaissent avec 1’age car le
vieillissement diminue les défenses antioxydantes et augmente la production mitochondriale
des radicaux (Aref et Haded, 2014).

Ces dernieres années 1’attention s’est portée sur I’activité antioxydante en raison du
role qu’elle joue dans la prévention des maladies chroniques en combattant le stress oxydant

(Meddour et al., 2013).

Notre é¢tude consiste a 1’évaluation de I’activité antioxydante de deux extraits de la
partie aérienne de la plante Hyoscyamus niger, qui est une plante herbacée appartenant a la

famille des Solanacées et utilisée a des fins médicales depuis des milliers d’années.
p

Notre travail de recherche comporte deux parties, la premiére concerne la préparation
de deux extraits hexanique et eau-acétone a partir de la partie aérienne de cette plante. La
deuxiéme consiste 1’évaluation, in vitro, du pouvoir antioxydant des extraits préparés en se

basant sur le pouvoir réducteur du fer (FRAP) et I’inhibition de blanchiement du B-caroténe.

Page 1



Premiere partie :

Synthese bibliographique



Chapitre 01 :
L activité antioxydant



Synthése bibliographique chapitre 1 : Activité antioxydant

1. Le stress oxydant

L’environnement, le mode de vie ou les conditions physiologiques (Durand, 2018),
peuvent conduire a la génération d’espéces réactives de I’oxygéne (ERO). Si ces derniéres ne
sont pas neutralisées, elles pourront perturber les signaux cellulaires et endommager les tissus,
provoquant ainsi des déséquilibres au niveau cellulaire (en particulier la balance
oxydant/antioxydant), on parle alors de stress oxydant (Suarez, 2018). Ce dernier est définit
quand il y a un déséquilibre entre les systemes pro-oxydant et antioxydant endogene ayant
pour consequence des dommages intracellulaires (Thomas, 2016).

Le stress oxydant constitue un terrain favorable au développement de diverses
pathologies (Defraigne et pincemail, 2008) et représente le facteur déclenchant d’une variété
de maladies graves, notamment celles liées au vieillissement comme le cancer, les
pathologies oculaires, les maladies neurodégénératives (ataxie, athérosclérose, la maladie
d’Alzheimer). Dans de nombreuses autres maladies, ce phénoméne est secondaire a
I’établissement de la pathologie, mais participe a ses complications (Favier, 2006).

2. Les radicaux libres

L’oxygene, molécule indispensable pour la vie, peut entrainer des dommages
cellulaires importants par formation de dérivés oxygénés activés communément appelés les
radicaux libres (RL) (Chiha, 2016).

Un radical libre est une espéce chimique pro-oxydante trés réactive qui posséde un ou
plusieurs électron (s) non apparié (s) sur sa couche orbitale périphérique. Ce radical se
retrouvant sous une forme instable va chercher a se stabiliser en captant un électron a partir
d’une autre espece chimique voisine telle qu’un lipide, une protéine ou un €lément de I’ADN
a I’origine de graves lésions cellulaires (Matou, 2019). Il a un fort degré de réactivité au sein
des tissus, pouvant ainsi déclencher des réactions en chaines souvent trés rapides de I’ordre de
10™* secondes (Eddhima, 2019).

La production des RL peut étre d’origine exogeéne (irradiation gamma, UV,
médicaments, xénobiotiques, toxines, polluants, ...), et endogéne issue du métabolisme.

La production des RL endogene résulte principalement de I’enzyme membranaire NADPH
oxydase (NOX) et du complexe enzymatique mitochondrial de la chaine respiratoire (Matou,
2019).
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Synthése bibliographique chapitre 1 : Activité antioxydant

1.1. Les principaux radicaux libres

Parmi toutes les especes radicalaires susceptibles de se former dans les cellules, il

convient de faire distinguer 2 types de radicaux libres :
1.1.1. Les radicaux primaires

Un ensemble de composes radicalaires qui jouent un réle particulier en physiologie qui
dérivent de l'oxygeéne ou de 1’azote par des réductions avec un électron (Yoshikawa, 2000)
tels que I’anion superoxyde O, le radical hydroxyle OH’, le monoxyde d’azote NO.
D'autres especes derivées de I'oxygeéne, ne sont pas des radicaux libres, mais elles sont aussi
réactives et peuvent étre des précurseurs de radicaux comme le peroxyde d’hydrogene H,0,
le nitroperoxyde ONOO' et I’oxygéne singulet ‘O, (Favier, 2003).

1.1.2. Les radicaux secondaires

Ils sont issus de la réaction des radicaux primaires sur les biomolécules de la cellule
comme les radicaux peroxydes RO, les hydroperoxydes RO,H, les radicaux alkoxyles RO'.
L’ensemble de ces radicaux libres (primaires et secondaires) et de leurs précurseurs est
souvent appelé espéces réactives de I’oxygeéne (ERO) (Favier, 2003).

1.2.  Les especes réactives de ’oxygéne (ERO)

Les ERO constituent une famille d’entités chimiques, regroupant les dérivés non
radicalaires (ne possédant pas d’¢lectron célibataire) dont la toxicité est importante, et les
radicaux libres oxygénés (especes chimiques possédant un électron célibataire — non apparié).

(Eddhima, 2019). L’ensemble de ces espéces sont présentés dans le tableau suivant :
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Synthése bibliographique chapitre 1 : Activité antioxydant

Tableau 01: Les principales espéces réactives de I’oxygene

Les dérivés primaires de I’oxygéne

Les dérivés non radicalaires

Le peroxyde Est un oxydant puissant appelé aussi « le dioxyde dihydrogene » ou
d’hydrogéne H,O, | «I’eau oxygénée ». Il n’est pas une espece radicalaire, et n’est pas
chargé, ce qui le rend tres lipophile et peut donc diffuser
facilement a travers les membranes. Il agit plus loin de son lieu de
production (Barouki, 2006).

Il est constitué d’un seul atome d’oxygene. Il est trés instable (Wilson et
Salamantian, 2003) et un puissant oxydant qui réagit avec de nombreux
L’oxygéne constituants cellulaires tels le cholestérol des membranes, phospholipides,
singulet o, les acides aminés, certaines bases nucléiques (guanine). Il est de trés
courte durée de vie (0.01-0.04ps) et forte réactivité, il réagit sur son lieu
de formation dans la cellule (Thibaut, 2016).

Acide Essentiellement produit par les myéloperoxydases (MPO)
hypochlorique leucocytaires a partir de peroxyde d’hydrogéne et d’ion chlorure
(Belkheiri, 2010) :
HOCI
H,O,+ H"+CI - > H,O + HOCI
Les dérivés radicalaires
Superoxyde C’est le résultat de la réduction monovalente de 1’oxygeéne
moléculaire. Ce radical ayant la réactivité la plus faible parmi les
0O, radicaux libres du stress oxydant (Gardés — Albert et Jore, 2005).
O, + € - 5 Oy
C’est le radical le plus dommageable du stress oxydant, en raison
de leur extréme réactivite. La durée de vie de ce radical et la
Hydroxyle distance qu’il peut parcourir sont trés faibles. Il est surtout
] régénéré a partir de 1’eau oxygénée en présence de cations
OH

métalliques tels que Fe?* Selon la réaction de fenton (Gardés —
Albert, 2003):

H,0, + Fe** »  OH +Fe*+OH

Hydroperoxyle |l est issu de la protonation du radical Superoxyde O," en milieu
acide (Hool, 2006). Sa réactivité biologique est trés limitée car
HO, HO; n’est présent qu’en tres faible quantité a pH physiologique
(Oueslati, 2017).
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Synthése bibliographique chapitre 1 : Activité antioxydant

Tableau 02: Les principales espéces réactives de 1’azote

Espéces réactives azotées

Les dériveés radicalaires

Le monoxyde Est un radical libre ubiquitaire, d’une demi-vie tres courte

d’azote NO' ou (Laurent, 2011). Le NO porte un électron célibataire lui permettant
de réagir avec de nombreux composés radicalaires comme 1’O2.- et
de générer des Peroxynitrites (Bouchair, 2015).

Il est également une molécule labile trés diffusable, et un agent
vasodilatateur. Il est notamment synthétisé par les cellules
endothéliales via I’action de NO synthétases (NOs) sur la L-arginine
selon la réaction suivante (Haleng et al., 2007 ; Belkheiri, 2010 ) :

I’oxyde nitrique

L-arginine + O, NOs > L-Citruline + NO

Les dérivés non radicalaires

Les oxydes d'azote apparaissent dans toutes les combustions de
combustibles  fossiles se déroulant a haute température,
Le dioxyde essentiellement par combinaison de I'azote (N,) et de I'oxygéne (O»)
d’azote NOy de l'air. Les principaux émetteurs d'oxydes d'azote sont les moteurs
thermiques (véhicules, centrales...). Le dioxyde d’azote a un impact
sur la fonction respiratoire humaine (Meybeck et al., 2016).

Peroxynitrite Il résulte de la réaction d’O;" avec le monoxyde d’azote radicalaire
NO'. Est un oxydant puissant et diffusible, capable d’endommager
ONOO’ de nombreuses molécules organiques (Haleng et al., 2007 ; Migdal

et Serres, 2011).

1.3. Le role des RL

Le role des RL est tres complexe car elles peuvent avoir un réle physiologique ou un
effet toxique en fonction de leur concentration (Haleng, 2007).

1.3.1. Role physiologique des ERO

La concentration des RL est régulée par 1’équilibre entre leur taux de production et
leur taux d’élimination par divers composes et enzymes antioxydants (Migdal et Serres,
2011). Cet état d’équilibre est la condition clé pour maintenir la fonction cellulaire et

tissulaire normale (Afonso et al., 2007).

Ces radicaux libres de I'oxygene ou de I'azote, méme réactifs, ne sont pas uniquement

toxiques; au contraire, ils sont produits par divers mecanismes physiologiques afin de détruire
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Synthése bibliographique chapitre 1 : Activité antioxydant

des bactéries au sein des cellules phagocytaires (macrophages, polynucléaires) ou pour
réguler des fonctions cellulaires létales telle la mort cellulaire programmée ou apoptose (Bal
et al., 2011). Elle joue aussi un réle au cours du processus de fécondation dont les
spermatozoides secrétent de grandes quantités d’EOR pour percer la paroi membranaires de
I’ovule (Haleng et al., 2007).

1.3.2. Role pathologique des ERO

Les ERO sont de nature instable, ce qui les rend tres réactifs vis-a-vis des substrats
biologiques, et capables d’induire des modifications oxydatives déléteres potentiellement
impliquées dans I’apparition de pathologies. La toxicité des radicaux libres est responsables
de dégats cellulaires importants via le déclanchement de cassures et de mutations au sein de
I’ADN, [’inactivation de diverses enzymes, la modification des structures protéiques,
I’oxydation des sucres et 1’induction de peroxydation lipidique (Defraigne et Pincemail,
2008).

1.4.  Cibles biologiques des radicaux libres

La production excessive d’ERO provoque des lésions directes de molécules
biologiques (oxydation des protéines, des lipides, des acides nucléiques, des glucides...)
(Oueslati, 2017).

Les cibles majeures des radicaux libres sont montrées ci-dessous :
> Les lipides

Les lipides les plus réactifs avec les ERO sont les acides gras insaturés, en particulier
les acides gras polyinsaturés (AGPI) (Oueslati, 2017), tels que I’acide linoléique et I’acide
arachidonique, présents notamment dans les membranes plasmiques. Leur oxydation par les
ERO, appelée peroxydation lipidique (Migdal et Serres, 2011).

L’attaque des radicaux libres au sein des doubles liaisons lipidiques membranaires
induit une cascade de peroxydation, entrainant une désorganisation compléte de la membrane,
modifiant ainsi ses fonctions d’échange, de barriére et d’information (Davies, 2000).

» Les protéines

Les modifications oxydatives des protéines par les ERO peuvent avoir lieu sur la
chaine polypeptidiques et les chaines latérales nucléophiles ou redox sensibles des acides
aminés (Therond, 2006).

Tous les acides aminés sont des cibles potentielles pour les ERO; en particulier les
acides aminés soufrés (cystéine, méthionine), basiques (arginine, histidine, lysine) et
aromatiques (phénylalanine, tyrosine, tryptophane) (Migdal et Serres, 2011).
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Toute attaque radicalaire d’un acide aminé provoquera I’oxydation de certains résidus et par
conséquences, 1’apparition de groupements carbonylés, des clivages de chaines peptidiques et
des ponts bi-tyrosine intra- et inter-chaines. La plupart de ces dommages sont irréparables et
peuvent entrainer des modifications fonctionnelles importantes (non reconnaissance d’un
récepteur par un ligand, perte d’activité enzymatique) (Haleng et al., 2007).
> L’ADN

L’ADN, qu’il soit nucléaire ou mitochondrial, est également une cible majeure des
ERO, Ceux-ci peuvent en effet interagir avec les bases puriques et pyrimidiques,
désoxyribose ou phosphodiester de I’ADN. Ces altérations structurales lorsqu’elles ne sont «
réparées » entrainent a long terme des altérations du message génétique de la cellule : cassures
chromosomiques, mutations, délétions, amplifications, a 1’origine d’un dysfonctionnement au

niveau du meétabolisme protéique (Hartmann et Niess, 2000 ; Eddhima, 2019).

2. Moyens de défense contre les radicaux libres

Afin de limiter les effets délétéres des radicaux libres, I’organisme a développé des
systemes de défense trés efficaces contre la production de ces éléments chimiques réactifs.
Les molécules contrélant cette production sont dites «antioxydants » (Gauché et
Hausswirth, 2018).

Les antioxydants sont définit comme I’ensemble des molécules susceptibles d’inhiber
directement la production, de limiter la propagation ou de détruire les ERO. Ces antioxydants
peuvent agir en réduisant ou en dismutant ces especes, en les piégeant pour former un
composé stable (Daddouh, 2016).

Ces défenses permettent de maintenir la concentration en espéces radicalaires a un
taux basal. En effet, elles possedent une grande affinité pour les ERO, avec lesquelles elles
réagissent tres rapidement pour les neutraliser (Derai, 2016).

Les antioxydants peuvent étre des enzymes ou de simples molécules. Certains sont
produits par [’organisme, ce sont les antioxydants endogenes, ou proviennent de
I’alimentation et sont donc exogénes (Oueslati, 2017).

2.1. Les antioxydants endogenes

Ce sont des enzymes ou protéines antioxydants élaborés par notre organisme a ’aide
de certains minéraux. Elles sont présentes en permanence dans I’organisme mais leur quantité

diminue avec 1’age (Labiod, 2016).
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Ce systeme est considéré comme la premiére ligne de défense ; il est constitué de la
Superoxyde dismutase, la catalase, la glutathion Peroxydase et la glutathion réductase (Lone
et al., 2013). Ces enzymes ont besoin d’étre mis en présence de minéraux issus des aliments
pour étre activeés : fer pour la catalase, zinc et cuivre pour la Superoxyde dismutase, sélénium
pour la glutathion peroxydase ce qui favorise directement les antioxydants apportés par

I’alimentation (Claudine, 2014).
» Le superoxyde dismutase (SOD)

Est une métalloprotéine, qui représente une des premieres lignes de défense contre le
stress oxydant, assurant 1’élimination de I’anion superoxyde O, par une réaction de

dismutation en le transformant en peroxyde d’hydrogeéne et en oxygene (Haleng et al., 2007).

2H+ + 20, sSoD > H,0; + O,

> La catalase

Est une enzyme intracellulaire localisée principalement dans les peroxysomes. Elle
catalyse la réaction de détoxification du H,0,. Elle est surtout présente au niveau des globules

rouges et du foie (Oueslati, 2017).

2HZOZ catalase > 2H20 + 02

» Lesysteme glutathion peroxydase / glutathion réductase (GPx/GR)

Est une enzyme formée de 4 sous unités contenant chacune un atome de sélénium. Elle
est présente dans les liquides extracellulaires et dans les cellules au niveau du cytosol et des
mitochondries (Belkheiri, 2010). La glutathion peroxydase permet d’éliminer le peroxyde
d’hydrogene (H,O;) ou les hydroperoxydes (LOOH) par oxydation du glutathion en
glutathion oxydé (GSSG). Le GSSG est réduit a nouveau en GSH par la glutathion réductase
en utilisant le NADPH (nicotinamide adénine dinucléotique phosphate) (Berbak et al., 2018).

2GSH + H,0, x> GS-SG + 2H,0

2GSH + NADP*

v

GS-SG + NADPH + H* CR

Page 8



Synthése bibliographique chapitre 1 : Activité antioxydant

Il existe aussi le systtme antioxydant endogéne non enzymatique présents dans
I’organisme humain comprennent le glutathion (un tri peptide a pouvoir réducteur), la
bilirubine (un produit terminal de la dégradation de ’héme capable de piéger le peroxyde
ROOQO’ et I’oxygéne singulet), I’acide urique (un produit terminal majeur du métabolisme des
purines chez ’Homme, est un pié¢geur puissant de radicaux ‘OH, RO, d’oxygene singulet et
de NOy), le coenzyme Q10 (un puissant inhibiteur de peroxydation lipidique, en synergie
avec la vitamine E) (Delattre et al., 2005 ; Haleng et al., 2007).

2.2.  Les antioxydants exogenes

L’organisme posseéde une seconde ligne de défense appelée « les piégeurs de radicaux
libres », qui sont des molécules exogenes apportées par I’alimentation capables de céder des
protons ou des électrons (Djenidi, 2019) et agissent en piégeant les radicaux et en captant
I’électron célibataire, les transformant en molécules ou ions stables (Daddouh, 2016 ;
Djenidi, 2019). Ils sont capables d’éliminer les composés oxydatifs, ou de stopper les
réactions d’oxydations en chaine, mais avec une spécificité moindre (Birben et al., 2012).

Les principaux antioxydants exogenes sont les suivants :
» Lavitamine E (ou a —tocophérol)

La vitamine E est la molécule antioxydante liposoluble la plus abondante de notre
organisme. Elle est présente dans les membranes cellulaires et circule dans le sang liée aux
lipoprotéines. Elle est chargée de neutraliser les radicaux libres en exces, et agit de deux
fagons différentes, soit en piégeant directement les ERO, soit en régulant a I’activité des
enzymes antioxydantes, telles que la SOD, la glutathion peroxydase, la catalase du foie... .
(Eddhima, 2019). Le rdle essentiel de la vitamine E est de capter les radicaux peroxyles
lipidiques RO, qui propagent les chaines de peroxydation (Hassan et al., 2011).

La vitamine E n’est pas biosynthétisée. Elle est présente dans les huiles végétales,
principalement dans I’huile de germe de blé, de tournesol, de soja, d’arachide ou d’olive.
(Belkheiri, 2010).

» La vitamine C (ou I’acide ascorbique)

La vitamine C (ou acide ascorbique), est un antioxydant soluble dans 1’eau, qu’on
retrouve dans de nombreux végétaux. (Derai, 2016) C’est I’un des principaux antioxydants
hydrosolubles présents dans les fluides intra et extracellulaires (compartiments hydrophiles)
(Oueslati, 2017).

Page 9



Synthése bibliographique chapitre 1 : Activité antioxydant

La vitamine C agit principalement en piégeant directement les ERO (majoritairement
I'O,- et le ONOQ)). Elle est aussi capable de recycler 'a-tocophérol (la vitamine E) de fagon a
agir en synergie avec ce dernier dans la prévention de la peroxydation lipidique (Eddhima,
2019).
» Les polyphénols
Les polyphénols constituent une famille importante d’antioxydants présents dans les
végetaux (Achat, 2013). Ce sont de puissants antioxydants qui peuvent neutraliser les
radicaux libres et chélatent les métaux de transition comme Fe®* (Tsao, 2010).
Les études épidémiologiques suggérent que le pouvoir antioxydant de ces composés
permet de lutter contre le vieillissement cellulaire et également contre I’athérosclérose

(Sriwichai, 2016).

> Les caroténoides

Les caroténoides sont des composés liposolubles construits a partir d’unités isoprenes.
Il s’agit de composés largement retrouvés dans le régne végétal, pour lesquels ils jouent un
role de pigment (Djenidi, 2019). Les caroténoides sont apportés par la consommation de

produits vegétaux.

Chez les végétaux, les caroténoides sont retrouvés dans les tissus verts
photosynthétiques, ils sont contenus dans les chloroplastes ou chromoplastes des cellules

vegétales sous forme de cristalloides ou globules-tubulaires (Schweiggert et al., 2012).

L’activité antioxydante des caroténoides repose essentiellement sur le piégeage de

I’anion superoxyde ou de radicaux peroxydes (Djenidi, 2019).

» Les oligo-éléments

Ils sont représentés par le zinc, le cuivre, le selénium. Ils ne sont pas des antioxydants
en tant que tel, car ils ne peuvent piéger les radicaux libres, mais ils jouent un réle primordial
comme Cofacteur de divers enzymes a activité antioxydant (Haleng, 2007 ; Defraigne et
Pincemail, 2008).

Page 10



Synthése bibliographique chapitre 1 : Activité antioxydant

2.3. Mécanisme d’action des antioxydants

La présence d’antioxydants peut d’abord conduire a une diminution de la formation
d’ERO et de ’azote, et peuvent aussi capturer les espéces réactives ou leurs précurseurs.
Certains antioxydants possedent la capacité de se lier aux ions métalliques nécessaires a la
catalyse de la formation des oxydants réactifs, et d’autres peuvent réparer les dommages
causés par oxydation aux biomolécules ou influencer des enzymes qui catalysent les

mécanismes de réparation (Donald et al., 2015).
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Synthése bibliographique Chapitre 02 : composés primaires et secondaire des végétaux

1. Introduction

La plupart des especes végétales possédent des vertus thérapeutiques, car elles
contiennent des principes actifs qui agissent directement sur 1’organisme (Kouchlaa et al.,
2017). L’utilisation de ces plantes médicinales est une pratique ancestrale qui occupe une
place majeure au niveau de la santé mondiale (Togola et al., 2019). C’est ce qu’on appelle la
phytothérapie.

La phytothérapie correspond a I’utilisation des plantes dans le but de traiter ou
prévenir les maladies. Elle utilise les feuilles, les fleurs, les racines ou la plante entiere.
L’utilisation se fait par ingestion interne ou application externe sous la forme de tisanes,
gélules, alcoolats, teintures, d’extraits (Létard et al., 2015).

Aujourd’hui, les traitements a base de plantes reviennent au premier plan (Deramchia,
2018), car les plantes présentent des avantages dont les médicaments sont souvent dépourvus
(Iserin, 2001 ; Deramchia, 2018).

Les propriétés médicinales des plantes sont dues a des composés chimiques. Parmi
ces derniers nous avons d’une part des composés appelés métabolites primaires (Merghem,
2009), qui sont des molécules organiques, se trouvant dans toutes les cellules de I'organisme
vegeétal pour y assurer sa survie (Nicolas et al., 2013). D’autre part, les plantes synthétisent
aussi une gamme extraordinaire d'autres composés appelés métabolites secondaires
(Merghem, 2009) qui sont des molécules ayant une répartition limitée et ne participe pas
directement aux processus de base de la cellule végétale (Mansour, 2017).

2. Les métabolites primaires

Ce sont des molécules organiques qui sont principalement produits par le
métabolisme oxydatif (respiration, glycolyse, ...) et la photosynthése (Morot — Gaudry et al.,
2017).

Ils interviennent dans les mécanismes essentiels a la vie de la plante tels que la
croissance, le développement, la reproduction. On y retrouve les acides aminés, les glucides,
les lipides (Delecolle, 2017).

2.1.Les acides amineés

Les amino-acides représentent une source primaire de construction des protéines
(Deramchia, 2018). Il y a prés de 300 acides aminés naturels chez les végétaux, mais
seulement une vingtaine sont des constituants normaux des protéines (Bell, 2003). Ces
protéines jouent un réle important dans la défense des plantes contre les agressions extérieures

et les facteurs environnementaux (telle que la sécheresse) (Ellis et al., 2010)
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2.2.Les glucides

Les glucides sont des polyalcools portant une fonction aldéhyde ou cétone. La plupart
des glucides ont une formule chimique brute de type(CH,0), avec n > 3. Les glucides
constituent une classe de composés tres hétérogénes en termes de masses moléculaires et de
devenir métabolique. Les principales classifications prennent en compte le degré de
polymérisation (DP) des molécules (DP 1 & 2 = sucres ; DP 3 — 9 = oligosides ; DP > 10 =
polyosides) (champ, 2018). lls sont synthétisés au cours de la photosynthese a partir du
dioxyde de carbone, de 1’eau et de la lumiére.

Les glucides ont plusieurs roles essentiels pour les plantes. Ils participent a la structure
de I’organisme, comme élément de soutient. On retrouve ainsi la cellulose, polymére de
glucose constituant des parois végétales. Les glucides également sous la forme de polymeéres
servent de réserves énergétiques, comme 1’amidon (Bruneton, 2009).

2.3.Les lipides

Ce sont des molécules organiques insolubles dans I’eau (liposoluble) et solubles dans
les solvants organiques apolaires comme benzéne, chloroforme, éther... . Ils sont caractérisés
par la présence dans la molécule d’au moins un acide gras ou chaine grasse (Touitou, 2005).
Les lipides ont plusieurs fonctions essentielles pour la plante. Ce sont des substances de
réserve et une source d’énergie. Ils jouent un réle fondamental comme constituant des
membranes cellulaires, et également un role de protection en formant les cutines et les cires
(Delecolle, 2017).

3. Les metabolites secondaires

Les métabolites secondaires sont en effet des composés chimiques qui ne sont pas
essentiels a la constitution des plantes mais que celles-ci peuvent produire dans certains cas en
réponse a des stress (hydrique par exemple) ou a des agressions (insectes, micro-organismes,
herbivores) ou lors de leur reproduction (Guillaume et Macheboeuf, 2019). lls se trouvent
dans toutes les parties de plantes, mais ils sont distribués différemment selon leurs réles. Cette
distribution varie d’une plante a I’autre (Deramchia, 2018).

IIs constituent un groupe de produits naturels qu’il convient d’explorer pour leurs
propriétés antioxydantes, antimicrobiennes, anti-inflammatoires et anti carcinogene ou
mutagénes (Epifano et al., 2007).

Les métabolites secondaires sont des composes trés hétérogenes tant par leur
composition que par leur structure (Deramchia, 2018). On distingue classiquement trois

grandes catégories de métabolites secondaires chez les végétaux (Mansour, 2017) :
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- Les alcaloides

- Les composés terpéniques

- Les composés phénoliques
a. Lesalcaloides

Les alcaloides sont des substances organiques d’origine végétale, azotées de faibles
poids moléculaire et a caractere alcalin (Deramchia, 2018). lls possedent des structures
hétérocycliques et se trouvent dans environ 20% de toutes les espéces de plantes (Zhang et
Bjorn, 2009).

La synthése des alcaloides a lieu au niveau du réticulum endoplasmique, puis les
alcaloides se concentrent dans la vacuole. Généralement, les alcaloides sont produits dans les
tissus en croissance : jeunes feuilles, jeunes racines. Puis ils gagnent des lieux différents, et
lors de ces transferts, ils peuvent subir des modifications.

Chez de nombreuses plantes, les alcaloides se localisent dans les pieces florales, les fruits ou
les grains (Krief, 2004).

Ils présentent généralement de puissants effets physiologiques. Ce sont pour la plupart
des poisons végétaux trés actifs, dotés d’une action spécifique (Vercauteren, 2012). Ils
possedent de nombreuses propriétés pour la plante jouant un réle de défense, et sont

également utilisés en médecine et en pharmacie (Djahra, 2015).

_ L)
H
Pyridine .
Pipéridine

Figure 01: Structure de base des alcaloides

b. Les composés phénoliques
Les composes phénoliques représentent le groupe le plus répandu chez les végétaux et
compte plus de 8000 structures (Matou, 2019). On les trouve dans les plantes, depuis les

racines jusqu’aux fruits (Langlade, 2010).
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Ils sont caracterisés par leur structure de base constituée d’un cycle aromatique
hydroxylé, le phénol. Lorsqu’ils comportent plus d’un noyau benzénique, ces compos€s sont
qualifiés de polyphénols (El Gharras, 2009 ; Legrand, 2015).

IIs ont la particularité d’étre les plus puissantes antioxydants utilisés contre le stress
oxydant dont le noyau phénol qui leur confére cette capacité redox (Bruneton, 2008; Dif et
al., 2016). En effet, leurs roles d’antioxydants naturels suscitent de plus en plus d’intérét pour
la prévention et le traitement du cancer, des maladies inflammatoires, des maladies
cardiovasculaires et des maladies neurodégénératives (Zekri, 2017).

Cette famille est classée en différents groupes en fonction du nombre de noyaux
aromatiques qui les composent et des éléments qui les relient. On distingue les phénols
simples, les flavonoides, les lignanes et les tanins (Boros, 2010).

» Les phénols simples ou acides phénoliques

Les acides phénoliques sont présents dans un certain nombre de plantes (Djenidi,
2019). lls ont une fonction acide et plusieurs fonctions phénols. Ils sont incolores et plutét
rares dans la nature (Mansour, 2017).

Les phénols simples sont des dérivés de 1’acide benzoique tels que I’acide gallique, ou

de I’acide cinnamique tels que 1’acide caféique (Krief, 2004).

R5 COCH R5 X -COOH
R4 R2 R4 R2
R3 R3
acides benzoiques R2 R} R4 RS acides hydroxycinnamiques
acide p-hydroxybenzoique H H OH H acide p-coumarique
acide protocatéchique H OH OH H acide caféique
acide vanillique H OCH, OH H acide férulique
acide gallique H OH OH OH
acide syringique H OCH; OH OCH; acide sinapique
acide salicylique OH H H H
acide gentisique OH H H OH

Figure 02 : Exemples d’acides phénoliques (Chira et al., 2008)
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> Les flavonoides

Les flavonoides sont des pigments naturels qui donnent leurs couleurs aux plantes
(Eddhima, 2019). lIs représentent le principal groupe de polyphénols car ils sont les plus
représentés dans l'alimentation humaine.

Ils sont constitués d'une structure commune de deux noyaux aromatiques liés par trois
atomes de carbone qui forment un hétérocycle oxygéné (C6-C3-C6). D'apres le profil de
I'nydroxylation de I'hétérocycle oxygéné et la disposition des groupes hydroxyles, les
flavonoides peuvent étre divisés en quatre sous-groupes : les flavonols présents dans les
oignons, le brocoli et le chocolat, les chalcones présents dans la pomme, les anthocyanines,

que I’on trouve dans les fraises, le raisin et les flavones (Bensalem, 2018).

Figure 03 : Structure de base des flavonoides (Nkhili, 2009)

Les flavonoides sont des puissants antioxydants et possédent de nombreuses autres

activités dont des propriétés antifongiques et antibactériennes (Ghedira, 2005).
» Les lignanes

Ce sont des phytonutriments largement distribués dans le regne végétal (El Gharass,
2009), sont principalement localisées dans les écorces, les tiges, les racines, et les graines
(Renouard, 2011). lls possedent une structure de type (C6-C3),, composés dimeres formés
par le couplage de deux fragments monolignols (C6-C3) dérivés de la voie des

phénylpropanoides (EI Gharass, 2009).

Les lignanes sont trouvés dans 1'huile d’olive et ’huile de sésame (Bensalem et al.,

2018).
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» Les tanins
Ce sont des biopolyméres polyphénoliques ayant un poids moléculaire compris entre
500 et 5000 Da (Mbakidi-Nagouabi, 2017), capables de se lier aux protéines en solutions et
de les précipiter. Il existe deux groupes principaux qui différent par leur réactivité chimique et
par leur composition : les tanins hydrolysables et les tanins condensés (Brunton, 2009 ;
Legrand, 2015).

Les tanins hydrolysables : ces tanins sont constitués de polymeres de sucres (en
géneral du D-glucose) et d’un nombre variable d’acides phénols. Ils peuvent étre dégradés par
hydrolyse chimique ou enzymatique pour libérer une partie glucosidique, et une partie
phénolique qui peut étre soit 1’acide gallique pour les gallotanins, ou I’acide ellagique pour les

ellagitanins (Brunton, 2009).

Les tanins condensés : ces tanins ne possedent pas de sucres, et ont une structure
voisine des flavonoides. Ils se trouvent sous forme d’oligoméres ou polyméres de flavanes,
flavan-3-ols ou flavan-3,4-diols. Ils sont difficilement hydrolysables (Brunton, 2009 ;
Legrand, 2015).

HQ.

OH

Figure 04 : structure de base des tanins (Lochab et al., 2014)

a) tanins hydrolysable, b) tanins condensés

c- Les composés terpéniques

Les terpenes constituent le plus grand ensemble des métabolites secondaires des
végetaux, notamment les plantes supérieures (Dehak, 2013). Ils sont constitués d’unités

isoprénes (CsHg) (Mewalal et al., 2016). En fonction du nombre d’unités d’isoprene, les
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terpénes sont classés en plusieurs catégories : monoterpene (C10), sesquiterpéene (C15),
diterpéne (C20), triterpéne (C30) et tetraterpéne (C40) (Kirby et Keasling, 2009).

Les terpenes jouent un réle potentiel dans la défense des plantes contre les maladies
fongiques (Kaddes et al., 2020).
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1. Généralités sur la famille des solanacées

1.1.  Description botanique

La famille des solanacées est I’une des grandes familles du monde végétal (Marchoux
G. et al., 2008), est une famille variée d'arbres, d'arbustes et d'herbes y compris, environ 106
genres et 2300 espéces sont actuellement reconnus (Shah et al.,2013; Coelho,2017),
comprenant de nombreuses plantes toxiques et renfermant des drogues importantes (jouzier,
2005).

Plusieurs représentants de cette famille figurent parmi les végétaux les plus
consommeés : pomme de terre, tomate, aubergine, et tabac en particulier (Goullé et al., 2004).

Les plantes de cette famille sont bien connues comme une source naturelle des
alcaloides tropaniques incluant le hyoscyamine, la scopolamine et I’atropine (Kartl M.,
Kurucu S. et Altun L., 2003), et sont cultivés pour leurs vertus médicinales surtout en
hémopathie (Goullé et al., 2004).

1.2. Morphologie des plantes de la famille des solanacées

Ce sont essentiellement des herbes a feuilles alternes, simples, a fleurs réguliéres. Les
fruits sont des capsules renfermant de trés nombreuses graines (Hammiche, Merad, Azzouz,
2013).

Les plantes de cette famille sont nommés « les blémes » ou « les tristes », car les

feuilles ont plutdt un aspect tombant avec des couleurs assez ternes (Goullé et al., 2004).
2. Genéralités sur le genre Hyoscyamus (la jusquiame)

Ce genre comprend 15 espéces annuelles, bisannuelles ou vivaces, vivant sur les talus,

les falaises, les friches en Europe, en Afrique du nord et en Asie (Goullé et al., 2004).

Les jusquiames font partie des plantes toxiques les plus connus de la famille des
solanacées (Burrows et Tyrl, 2013), mais elles présentent également une réserve importante

de plantes médicinales.

Les especes les plus étudiées sont H.niger ; H.albus et H.multicus, qui contiennent des
principes actifs ainsi que des propriétés pharmacologiques similaires. Selon nombreuses
pharmacopées, les molécules actives se concentrent essentiellement dans les parties aériennes

des plantes fraiche ou séchées (Baja, 2001).
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3. L’espéce Hyoscyamus niger (La jusquiame noire)

Hyoscyamus niger ou La jusquiame noire est une plante utilisée en médecine depuis
plusieurs d’années. Il s’applique comme phytothérapie, mais peut induire une intoxication

accidentellement ou intentionnellement (Alizadeh, 2014)

Figure 05: Hyoscyamus niger (Flesch, 2005)

3.1.  Noms vernaculaires (Hammiche et al., 2013)
En arabe : Bou narjuf, Bou rendjouf, Houbail, Sikran
En englais : black Henbane
En francais : Jusquiame noire, Mort aux poules, Herbe aux teigneux

3.2.  Description botanique

Hyoscyamus niger est une plante herbacée (Flesch, 2005), annuelle (Hammiche et al.,
2013), a poils visqueux d’odeur forte distinctement désagréable (F. Flesch, 2005), et mesure
de 0.6 a 1.20 m de I’ hauteur (Goullé et al., 2004).

La tige est robuste, dressée, creuse et subcylindrique. Elle peut étre simple ou ramifiée

(Gentiane Rey-Girau, 2018), et porte des feuilles vert grisatre, molles, découpées en lobes
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triangulaires aigus peuvent atteindre 20 cm de long. Elle porte au sommet des tiges des fleurs
pubescentes, courtement pédonculées (Gentiane Rey-Girau, 2018), groupées d’un méme coté
en une courte grappe sur 1I’axe qui les porte, lui donnent I’aspect d’une queue de scorpion
(Hammiche et al., 2013). lls ont 5 lobes, jaune pale veinées de rouge en forme de clochettes
(Iserin, 2001), mesurent de 1 a 3 cm de diameétre (Goullé et al., 2004).

Le fruit est une capsule biloculaire rigide, appelé pyxide (Gentiane Rey-Girau, 2018)
s’ouvrant par un petit opercule et renfermant plusieurs centaines de graines (Flesch, 2005)
grises sombre trés petites. (Goullé et al., 2004 ; jouzier, 2005). La racine est pivotante, velue,

collante et dégage également une odeur forte (Goullé et al., 2004).

Figure 06: feuille, fleur, pyxides, et graines de Hyoscyamus niger (Gentiane Rey-Girau, 2018)

3.3. Classification phylogénétique (Al-Snafi, 2018)

Reégne Plantae

Division Tracheophyta

Sous division Spermatophytina
Classe Magnoliopsida
Ordre Solanales

Famille Solanaceae
Genre Hyoscyamus
Espéce Hyoscyamus niger
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3.4. Répartition géographique

La jusquiame noire, originaire d’Asie, s’est répandue dans toute 1’Europe, le bassin
méditerranéen, I'Afrique du Nord, I'Asie centrale et occidentale. Elle pousse dans les
décombres, les terrains vagues et préfére les sols sablonneux. En Algérie, bien qu’elle soit
assez rare, on la trouve surtout en montagne. (Hammiche et al., 2013)

3.5. Utilisation traditionnelle

La jusquiame noire est utilisée a des fins médicales depuis des milliers d’années. Des
textes babyloniens et des papyrus égyptiens mentionnent que cette plante, fumée, soulageait
les rages de dents. Au premier siécle, la jusquiame a été recommandée contre 1’insomnie, la
toux, les regles trop abondantes, les ophtalmies, la goutte et diverses douleurs. Il conseille de
la consommer au plus tard un an apres la coupe. Au moyen age, la jusquiame portait le nom
latin de dentaria, un terme indiquant son usage contre les rages de dents. Elle est réputée pour
son action Iégerement psychotrope, et ainsi associée aux pratiques de sorcellerie (Iserin,
2001).

3.6.  Composition chimique

En tant que membre de la famille des solanacées, la jusquiame noire est trés riche en
alcaloides a noyau tropane (alcaloide tropaniques) (Evans, 2002) en particulier le
Hyoscyamine et la scopolamine, qui sont présents dans toutes les parties de la plante, mais
sont concentrées dans les graines et les racines (Prance et Nesbitt, 2005 ; Nanjing
University of Traditional Chinese Medicine, 2006). L’hyoscyamine est 1’alcaloide
majoritaire mais le pourcentage de scopolamine est trés important, représentant 25 a 40% du
total (Gentiane Rey-Girau, 2018).

En plus de sa richesse en alcaloides, la jusquiame noire synthétise également des
composés non alcaloides, y compris les stéroides de type withanolides, des liganamides, des
dérivés de la tyramine, les saponines, des glycosides, des lignanes, des coumarinolignanes et
des flavonoides (Li J.et al. 2011).
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Figure 07: Structure chimique des alcaloides tropaniques de Hyoscyamus niger

(Hammiche et al., 2013)

3.7. Toxicité

Hyoscyamus niger était une plante toxigue en raison de sa teneur en alcaloides et il

peut étre mortel, toutes les parties de Hyoscyamus niger étaient toxiques, et la secheresse ou

I’ébullition ne pouvait pas détruire ses alcaloides.

En raison de la concentration élevée de scopolamine dans Hyoscyamus niger,

I’ingestion d’une dose ¢élevée entraine une intoxication grave s’accompagne de hypertension,

un arrét respiratoire, coma et convulsions.
L’intoxication & Hyoscyamus niger peut induire une sécheresse de bouche, de la soif,

une dysphagie, une peau chaude et rougeoyante, des nausées, des vomissements, des maux

téte (Al-Snafi, 2018).
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Partie expérimentale Matériel et Méthodes

Cette étude expérimentale a été réalisée au niveau du laboratoire de la Faculté des

Sciences de la Nature et de la Vie, Sciences de la Terre et de I’Univers (SNV-STU),
Université Abou Bekr Belkaid — Tlemcen.

1. Objectif

L’objectif de notre étude est I’évaluation de 1’activité antioxydante des extraits

hexanique et eau-acétonique de la partie aérienne de Hyoscyamus niger, en utilisant les tests
de réduction du fer (FRAP) et blanchissement du B-caroténe.

2. Materiel végetal

Notre étude a été réalisée sur la partie aérienne (tiges, feuilles, fleurs) de Hyoscyamus

niger (figure 05). Elle a été récoltée au mois de février 2020, a la commune de Ain-Fezza,
willaya de Tlemcen.

Figure 08 : la partie aérienne de Hyoscyamus niger (photo personnelle)

La plante a été séchée a I’ombre et a ’abri de I’humidité a température ambiante
pendant quelques jours. Une fois séchée, elle a été broyée a 1’aide d’un broyeur électrique

jusqu’a I’obtention d’une poudre qu’on utilise pour préparer les extraits.

Page 24



Partie expérimentale Matériel et Méthodes

3. Préparation des extraits

3.1. Préparation de ’extrait hexanique (extraction par soxlhet)

Dix-huit gramme (18 g) de poudre de Hyoscyamus niger sont extraits avec 250 ml
d’hexane en utilisant I’appareil soxlhet pendant 6-8h. Le contenu du ballon (solvant +matiére
solubilisées) est ensuite placé dans 1’évaporateur rotatif a 60°C pour éliminer le solvant et

obtenir I’extrait hexanique qui est conservé a 4°C.

Figure 09 : Extraction par 1’appareil de soxlhet
3.2. Préparation de I’extrait eau-acétone (extraction par macération)

La préparation de cet extrait consiste a macérer 10g de la poudre dégraissée par
I’hexane dans un volume de 80 ml d’acétone et 20 ml d’eau distillée, et la laisser 48 h a
température ambiante. Aprés 48 h, le mélange a été filtré et le filtrat a été évaporeé par
I’évaporateur rotatif a 60°C pour éliminer I’acétone. Apres évaporation, I’extrait obtenu est
verse dans des boites de pétrie et placé a I’étuve a 48°-50°C. Cela permet d’éliminer 1’eau et

de sécher I’extrait eau-acétone. Le résidu récupéré est conservé a 4°C.
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Figure 10 : les étapes de préparation de I’extrait eau-acétone

(A) Maceration, (B) Filtration, (C) Evaporation, (D) I’extrait aprés évaporation
(E) L’extrait apres séchage dans I’étuve

Le rendement d’extraction est calculé selon la formule suivante :

Rdt (%) = (P, / Pg) x 100

Rdt (%) : Rendement en pourcentage
P1: poids de I’extrait sec apres extraction
Po : poids de la poudre avant extraction.

4. Evaluation de ’activité antioxydante des extraits de Hyoscyamus niger
L’activité antioxydante a éte évaluée par deux méthodes in vitro : FRAP, B-caroténe.
4.1. Détermination du pouvoir réducteur ferrique (FRAP)
a- principe de la méthode
Le test de FRAP évalue directement la présence des antioxydants dans différents
échantillons (Khalil et al., 2012).
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Cette méthode est basée sur la capacité des antioxydants a réduire le fer ferrique

Fe**en fer ferreux Fe?*. La puissance de réduction est I’un des mécanismes antioxydant.
(Karagozler et al., 2008)
b- Mode opératoire

Le protocole utilisé est illustré dans la figure 11:

1 ml de ’extrait

!

+ 2,5 ml de tampon phosphate (0,2 M ; pH = 6,6)

!

+ 2,5ml de ferricyanure de potassium K3zF¢(CN) ¢ (1%)

!

Incubation 20 minute a 50°C

'

Ajouter 2,5 ml de trichloracétique (TCA) (10 %)

!

Centrifugation a 3000 tr/min pendant 10 minutes

!

Prendre 2.5 ml de surnageant et ajouter 2,5 ml d’eau

'

Ajouter 0,5 ml de chlorure ferrique(FeCls)

!

Incubation 20 minutes a 1’obscurité et a température

'

Lecture spectrométrique a 700 nm

Figure 11 : Protocole d’évaluation du pouvoir réducteur FRAP (Rohman et al., 2010)
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4.2.  Test de blanchissement -caroténe

a- principe de la méthode

L’oxydation de I’acide linoléique génére des radicaux peroxydes, ces radicaux libres
vont par la suite oxyder le B-caroténe entrainant ainsi la disparition de sa couleur rouge, qui
est suivie par spectrométriec a 470 nm. Cependant la présence d’un antioxydant pourrait
neutraliser les radicaux libres dérivés de 1’acide linoléique et donc prévenir 1’oxydation et le
blanchissement du p-carotene. Dans ce test la capacité antioxydante est déterminée en
mesurant 1’inhibition de la dégradation oxydative du P-carotene (décoloration) par les
produits d’oxydation de I’acide linoléique (Laguerre et al., 2007).

b- mode opératoire

Une quantité de 2 mg de B-caroténe est solubilisée dans 10 ml de chloroforme. On
préleve 1 ml de cette solution dans un bécher contenant préalablement 200 mg de Tween 40 et
20 mg d’acide linoléique. Cette solution est évaporée jusqu’a disparition de 1’odeur du
chloroforme. Aprés, un volume de 50 ml d’eau saturée en 0Xygene est ajouté.

Dans des tubes 2ml d’émulsion de B-caroténe/acide linoléique sont additionnée a 100
pl des solutions méthanoliques de I’extrait eau-acétonique, des solutions éthanolique de
I’extrait hexanique ou de I’antioxydant de synthése BHT a différentes concentrations. Les
tubes sont placés dans un bain marie a 50°C pendant 120 min. Ensuite, I’absorbance de
chaque extrait est mesurée a 470 nm at =120 min.

Le control négatif est constitué par 100 pl d’éthanol au lieu de I’extrait ou de
I’antioxydant de synthese. L’absorbance est mesurée immédiatement a 470 nm ce qui
correspond at = 0 min contre le blanc contenant 1’émulsion sans B-caroténe seulement pour le
contréle négatif. Tous les essais sont répétés trois fois.

L'activité antioxydante (%) des extraits est évaluée en termes de blanchiment de -caroténe

en employant la formule suivante :
% = ((Aa@20)-Ac 120) ) /(Aco)—Aq20)) x100
An (120): représente I’absorbance en présence de I’extrait (antioxydants) a 120 min.

Ac(): représente 1’absorbance du contréle négatif a 120 min.

Ac(120) : represente I’absorbance du contrdle négatif a 0 min (Koleva et al., 2002)
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Préparation de la solution mere

l

Préparation des dilutions (5 ; 2,5 ; 1,25 ; 0,625 ; 0,312 mg/ml)

|

Préparation de I’émulsion

Solubiliser 2 mg de B-caroténe dans 10 ml de

l 1 ml de cette solution

Introduire dans un bécher contenant 200mg de tween 40 et 20 mg de
I’acide linoléique

l Evaporation de chloroforme au

Bain marie a 40°C

Ajouter 50 ml d’eau distillé saturée en

l

Préparation de mélange : Emulsion/ Extrait

2 ml de I’émulsion + 100 pul de la solution des extraits a différentes concentrations

}

Préparation de contrdle négatif

2 ml de I’émulsion + 100ul de 1’éthanol

La lecture immédiate de la DO a 470nm

!

Incubation de tous les tubes au bain marie a 50°C pendant 120min

!

La lecture spectrométrique a 470 nm

Figure 12: protocole d’évaluation de 1’activité antioxydant par Test de blanchissement 3-

carotene.
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1. Rendement des extraits de Hyoscyamus niger
La préparation des extraits de la partie aérienne de Hyoscyamus niger a été réalisé en
utilisant la méthode d’extraction par soxlhet pour I’extrait hexanique, et la méthode de

macération pour I’extrait eau-acétone.

Les rendements obtenus ainsi les caractéristiques de ces deux extraits sont représentés

dans le tableau 3.

Tableau 3 : Caractéristiques des extraits de la partie aérienne de Hyoscyamus niger

Extraits Aspect Couleur Rdt (%) Solubilité
Eau-acétone 5,14 Méthanol
Pateux Vert foncé
Hexanique 2,77 Ethanol

Les résultats obtenus montrent que les deux extraits possédent une couleur verte et
sont récupérés sous forme de pate avec des rendements variables. Le rendement d’extraction
le plus important est observé pour 1’extrait eau-acétone avec un pourcentage de 5,14 % suivi

par I’extrait hexanique (2,77 %0).

Concernant la solubilité, chacun de ces deux extraits est soluble dans un solvant
différent de 1’autre. L’ extrait eau-acétone est soluble dans le méthanol alors que I’hexanique

est soluble dans 1’éthanol.

2. Evaluation de P’activité antioxydante

2.1.  Pouvoir réducteur du fer FRAP

L’activité antioxydante de nos extraits a été évaluée par la méthode de FRAP, qui est

basée sur la capacité des antioxydants & réduire le fer ferrique (Fe®") en fer ferreux (Fe?).

Les résultats obtenus sont explorés en tragant les graphes des absorbances obtenues en
fonction des différentes concentrations utilisées pour les deux extraits étudiées et la molécule

de référence (1’acide ascorbique) (figure 13).
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Figure 13: pouvoir réducteur du fer par les deux extraits de Hyoscyamus niger et I’acide

ascorbique

D’apres la figure 13 nous remarquons que 1’augmentation du pouvoir réducteur est

proportionnelle avec I’augmentation de la concentration des extraits.

L’extrait eau-acétone présente un pouvoir réducteur considérable (A=0,8) comparé a
I’extrait hexanique (A=0,5) a une concentration de 2,5 mg/ml, mais qui restent clairement
inferieurs par rapport a I’acide ascorbique qui a donné la méme densité optique (0,8) a une

concentration de 0,08 mg/ml.

Donc, nous pouvons déduire que les deux extraits étudiés possedent une capacité a

réduire le fer, mais elle reste inferieur a celle de la molécule de référence.

Ces résultats sont confirmés par les valeurs d’ECso qui présente la concentration qui
correspond a une absorbance de (0,5). Cette concentration est calculée a partir de 1’équation
de la régression linéaire indiquée sur la figure précédente (figure 13).

Les valeurs sont montrées dans le tableau 4.
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Tableau 4 : valeur des ECs, des extraits de Hyoscyamus niger et I’acide ascorbique.

Acide ascorbique L’extrait cau-acétone L’extrait hexanique

ECso (mg/ml) 0,04 1,47 2,87

L’étude de I’activité réductrice du fer montré que 1’acide ascorbique a I’ECsp la plus
faible (0,04 mg/ml), suivi par I’extrait eau-acétone (1,47 mg/ml).

Par contre, I’extrait hexanique présente la valeur d’ECsq la plus élevée 2,87 mg/ml.
Alors, cet extrait présente la faible activité. En ce qui concerne ce travail, 1’extrait eau acétone
montre un pouvoir réducteur meilleur que celui de 1’extrait hexanique.

2.2.  Test de blanchissement de B-caroténe

Les figures ci-dessous regroupent les résultats obtenus apres la réalisation du test d’inhibition

de blanchissement de 3-carotene.

90 -~

80 - y= 12,88X + 14,03
R2=0,988
70 -

60 -
50 -
40 -

% d'inhibition

30
20

10 -

Concentration de I'extrait (mg/ml)

Figure 14: Pourcentage d’inhibition de I’oxydation de B-caroténe en fonction des différentes
concentrations de 1’extrait eau-acétone
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Figure 15 : Pourcentage d’inhibition de 1’oxydation de (3-carotene en fonction des différentes
concentrations de I’extrait hexanique

y =220,4x + 1,020
R2=0,98

Pourcentage d'inhibition (%6)

O ‘ T T T T T 1
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Figure 16 : Pourcentage d’inhibition de I’oxydation de B-carotene en fonction des différentes
concentrations de BHT
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Les figurent 14, 15 et 16 montrent que le pourcentage d’inhibition du blanchissement
de B-carotene est proportionnel & la concentration, ainsi que les deux extraits de la plante

posseédent la capacité a inhibé le blanchissement de B-carotene.

A la concentration de 0,312 mg/ml, I’extrait hexanique atteint un pourcentage
d’inhibition de 21 % a cette méme concentration 1’extrait eau-acétone présente un

pourcentage faible par rapport au premier équivalent a 15%.

Une inhibition maximale de 91 % est exercée par l’extrait hexanique a une
concentration 5 mg/ml, alors que 1’extrait eau-acétone, a cette méme concentration, a inhibé

I’oxydation de 77 % de p-caroténe.

Le BHT utilisé comme standard a montré une inhibition bien plus puissante que les
extraits étudiés. 1l cause une inhibition de 22 % & une concentration de 0,1 mg/ml.

Pour mieux interpréter ’activité antioxydante des extraits hexanique et eau-acétone
de la partie aérienne de Hyoscyamus niger ainsi que le standard BHT, 1Csq (concentration
inhibitrice 50) est calculée. Cette derniere est définit comme la concentration d’extrait qui
inhibe 50 % de blanchissement de B-caroténe ; plus ICsy est faible plus I’antioxydant est
puissant. Cette concentration est calculée a partir de 1’équation de la régression linéaire

indiquée sur les figurent précédentes (14, 15, 16).

Tableau 5 : valeur des ICsq des extraits étudiés et le BHT.

BHT L’extrait hexanique L’extrait eau-acétone

ICso (mg/ml) 0,22 1,98 2,79

L’inhibition la plus ¢élevée a été fournie par le BHT suivie par I’extrait hexanique et

en dernier lieu ’extrait eau-acétone.
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Discussion

Depuis des siecles, les plantes médicinales constituent une source importante pour la
recherche de nouveaux composés actifs utilisés pour le traitement de diverses maladies
(Mpiana et al., 2009 ; Saloufou et al., 2017) .

Pour I’évaluation de 1’activité biologique de ces plantes, il est impératif de recourir a
des tests biologiques appropriés et a des méthodes de screening chimique (tyihak et al.,
2007).

Dans ce contexte, nous avons réalisé notre travail qui est consacré a la recherche

d’éventuels effet antioxydant des extraits, hexanique et eau-acétone de Hyoscyamus niger.

Dans un premier temps, 1’extraction des composés actifs de la partie aérienne de
Hyoscyamus niger a été faite par deux méthodes d’extraction solide-liquide : la macération et

I’extraction a chaud en continu (extraction par soxlhet), pour obtenir deux extraits différents.

Nous avons d’une part I’extrait hexanique préparé par la méthode d’extraction par
soxlhet. Cette derniere est une méthode simple et convenable permettant de répéter infiniment
le cycle d’extraction avec du solvant frais jusqu’a 1’épuisement complet du soluté dans la
matiére premiére (Grigonis, 2007). Le solvant d’extraction utilisé est I’hexane qui est un
solvant organique apolaire dissolve les principes dont la structure comporte surtout des
chaines ou groupements hydrophobes tels que les lipides, stérols, terpénes, cires, résine, et
chlorophylle (Anton et Max Wichtl, 2003).

D’une autre part, nous avons I’extrait eau-acétone préparé par la macération qui
représente la méthode la plus simple d’extraction solide-liquide. Elle consiste en la mise en
contact du matériel végétal avec le solvant avec ou sans agitation, a température ambiante

pour une durée déterminée (Handa, 2008).

L’eau-acétone est le mélange d’extraction utilisé pour la préparation de cet extrait.
Ce sont des solvants polaires dissolvent les principes riches en groupements hydrophiles (Ben
amor, 2008) comme les sucres, les protéines, les acides aminés, les polyphénols, et les
alcaloides (Anton et Max Wichtl, 2003).

Selon les résultats obtenus, les deux extraits préparés donnent des rendements
variables, dont le rendement d’extraction le plus important est observé pour 1’extrait eau-

acétone avec un pourcentage de (5,14%) suivi par I’extrait hexanique (2,77%).
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D’aprés Quy Diem Do et al., 2014, I’utilisation combinée de 1'eau et du solvant
organique (dans notre cas 1’acétone) peut faciliter 1'extraction des substances chimiques qui
sont solubles dans I'eau et dans le solvant organique.

Dans notre cas, il semble que les substances solubles dans I’cau et 1’acétone sont
présentes en quantité importante est sont I’un des causes essentielles de 1’augmentation du
rendement de 1’extrait eau-acétone par rapport a I’extrait hexanique.

Au cours de notre expérimentation, nous avons mis en évidence I’activité
antioxydante des extraits, hexanique et eau-acétone de Hyoscyamus niger par deux méthodes :
le test FRAP et le test de blanchissement de -carotene.

Le test du pouvoir réducteur est basé sur la réaction d'oxydoréduction entre les
composés présents dans I’extrait et I'ion métallique de transition (Fe®*"); les réductones
réduisent les ions Fe** fournis par le ferricyanide a la forme ferrique (Fe**) (Ouerghemmi et
al., 2017). Pour cette raison, nous avons déterminé la CEsy (ECsp) correspondant a la
concentration de l'extrait a une absorbance égale a 0,5.

Les valeurs ECsy obtenus permettant de classer la capacité a réduire le fer par les
extraits testés, dont 1’extrait eau-acétone montre un pouvoir réducteur meilleur que celui de
I’extrait hexanique (ECso= 2,87), avec une ECso= 1,47, mais elle reste plus faible que celle de
I’acide ascorbique (ECso= 0,04). Le pouvoir réducteur étant inversement proportionnel a la
valeur de I’ECsg.

Le pouvoir réducteur des extraits étudié est probablement di a la présence de
groupement hydroxyles dans les composés phénoliques qui peuvent servir comme donneur
d’¢électron (Al-farsi et al., 2005).

Hajipoor et al., 2015 ont étudié I’activité antioxydante de 1’extrait méthanolique
de la partie aérienne de Hyoscyamus niger par deux méthodes DPPH (2,2-diphenyl-1-
picrylphydrazyl) et le test de réduction de fer (FRAP). Les résultats de ces tests ont montres
un meilleur pouvoir réducteur plus élevé par rapport a nos extraits avec une ECsy égale a
0,377 mg/ml pour le test FRAP, et d’ICso égal a 0,00164 mg/ml pour le test DPPH.

Une autre étude réalisee par Sharkawy et al., 2018 pour évaluer I’activité
antioxydante par le test FRAP de I’extrait méthanolique des feuilles de Hyoscyamus muticus
a révélé un pouvoir faible que notre extraits avec une ECso-12,74 mg/ml.

Ouerghemmi et al., 2017, ont testé le pouvoir réducteur de 1’extrait des graines de
Solanum sodomeaum qui fait partie de la méme famille que Hyoscyamus niger (la famille
Solanacée). Les résultats ont montrés une activité moins faible que notre extrait eau-acétone

avec une EC5p=1,69 mg/ml.

Page 36



Discussion

Un autre travail a été réalisé par Giines et al., 2014, qui ont examiné la capacité
antioxydante des extraits hexanique et aqueux de Hyoscyamus reticulates par la méthode de
FRAP et les résultats ont révélé que 1’extrait aqueuse possede une activité antioxydante plus
¢levé que I’extrait hexanique.

Concernant le test de blanchissement de [B-carotene, dans ce test la capacité
antioxydante est déterminée en mesurant I’inhibition de hydroperoxydes résultant de
I’oxydation de 1’acide linoléique. Le B-caroténe subit d’une décoloration rapide en absence
d’un antioxydant, cependant la présence d’un antioxydant minimise son oxydation. Ce test
mesure le potentiel des composés de la plante pour inhiber la formation d’hydroperoxydes
durant 1’oxydation de I’acide linoléique (Kadri et al., 2011).

Les résultats obtenus lors de ce travail ont révélé que I’extrait hexanique présent un
meilleur pourcentage d’inhibition maximale (91%) comparé a I’extrait eau-acétone (77%).

Une étude a été réalisée par Souri et al., 2004 pour examiner le potentiel de
I’extrait méthanolique de Hyoscyamus niger a inhiber la peroxydation de I’acide linoléique, la
valeur d’ICsp trouvée est de 0,00064 mg/ml qui révéle une inhibition beaucoup plus
importante comparée a celle de nos extraits.

Benhouda et al., 2014, ont étudié I’effet antioxydant de I’extrait méthanolique des
feuilles de Hyoscyamus albus en utilisant le test de blanchissement de [-caroténe. Les
résultats ont montré une activité¢ inhibitrice faible par rapport a 1’activité exercée par nos
extraits avec un pourcentage d’inhibition maximale de 76 % a une concentration de 0.1
mg/ml.

A la fin, nous concluons que la partie aérienne de la plante Hyoscyamus niger
présente une activité antioxydante remarquable et qui peut étre due a différentes molécules

présentes dans les extraits testés.
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Conclusion genérale

Le travail présent a pour objectif d’évaluer les capacités antioxydantes de la partie aérienne de
Hyoscyamus niger plante de la famille des solanacées, utilisée a des fins thérapeutique depuis

des milliers d’années.

Deux extraits sont préparés a partir de la partie aérienne, 1’hexanique avec un

rendement de 2.77% et eau-acétone dont le rendement est de 5.14 %.

L’activité antioxydante a été examinée par deux méthodes : la réduction de fer et
blanchissement de B-carotene dont les résultats obtenus pour les deux méthodes révelent que

I’activité antioxydante des deux extraits de la plante est concentration dépendante.

Les résultats du test FRAP montrent que 1’extrait eau-acétone présent un pouvoir
réducteur plus important (EC50= 1.47 mg/ml) comparé a 1’extrait hexanique (EC50= 2.87
mg/ml). Alors que le test de blanchissement de B-caroténe révele que I’extrait hexanique
(IC50= 1.98 mg/ml) posseéde la meilleure d’inhibition par rapport a ’extrait eau-acétone
(IC50=2.79 mg/ml).

A la lumiere de ces résultats, de nombreuses perspectives peuvent étre proposeées :

* Utilisation d’autre technique d’extraction avec des solvants a polarités différentes.

+ Réalisation d’autres tests pour mieux évaluer le pouvoir antioxydant de cette plante.

+ Séparation et identification des principes actifs présents dans les extraits préparés a
partir de la plante par des nouvelles techniques tels que les techniques
chromatographiques et spectrométriques.

+ |dentification de la partie (feuilles, tige, fleurs, graines, ou racines) qui présente une
meilleure activité antioxydante.

+ L’activité biologique des alcaloides tropaniques.
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