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Résumé :

Dans le but de promouvoir les plantes médicinales algériennes, les plantes médicinales sont
considérées comme la principale source de medicaments pour la majorité de la population
mondiale. Nous avons mené une étude sur une plante médicinale aromatique de la famille des
Solanacées appelée Hyoscyamus muticus L. subsp. Falezlez, qui pousse a 1’état sauvage dans la

région de Wilaya d’Illizi.

Cette étude porte sur I’extraction des principes actifs de la plante Hyoscyamus muticus L. Falez-
lez. Cet actif posséde une source inépuisable de molécules aux propriétés médicinales tres
demandées dans le domaine pharmaceutique, Une des substances principales est I'hyoscyamine,
un inhibiteur de neurotransmetteurs utilisé depuis longtemps dans les anesthésiques et les

analgésiques.

Les tests de criblage phytochimique effectués dans le cadre de notre recherche ont confirmé la
présence de terpénes, d'alcaloides et de plusieurs autres composés dans la plante étudiée. Les
constituants actifs présents dans la plante ont été extraits par distillation pour extraire I'huile
essentielle, macération et séparation de l'ingrédient actif par différents solvants. La
chromatographie gazeuse/spectrométrie de masse et la chromatographie liquide a haute
pression nous ont permis de séparer et de confirmer la présence de substances chimiques

importantes dans les principes actifs.

Mots-clés _: Hyoscyamus muticus, plantes médicinales, extraction, huile essentielle,

phytochimie, GC-MS, HPLC, principes actifs, hyoscyamine.



Abstract:

In order to promote Algerian medicinal plants, medicinal herbs are considered to be the main

source of medicines for the majority of the world’s population.

We conducted a study on an aromatic medicinal plant of the Solanaceae family called
Hyoscyamus muticus L. subsp. falezlez, which grows in the wild in the Bukais Wilaya region
of ILLIZI.

This study focuses on the extraction of the active ingredients of the plant Hyoscyamus muticus
L. falezlez. This active has an inexhaustible source of molecules with highly demanded
medicinal properties in the pharmaceutical field, one of the main substances is hyoscyamine, a

neurotransmitter inhibitor used in anesthesia and painkillers.

The phytochemical screening tests in our research proved the presence of terpenes, alkaloids
and several other compounds in the studied plant. The active constituents present in the plant
were extracted by distillation to extract the essential oil, maceration and separation of the active
ingredient by different solvents. Gas chromatography/mass spectrometry and high pressure
liquid chromatography allowed us to separate and confirm the presence of important chemicals
in the active ingredients.

Keywords: Hyoscyamus muticus, medicinal plants, extraction, essential oil, phytochemistry,
GC-MS, HPLC, active ingredients, hyoscyamine
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Abréviation

CG-MS : chromatographie a phase gazeuse couplé a spectre de masse
DPPH : 2,2 diphenyl-1-picrylehdrazyl

H. muticus : Hyoscyamus Muticus.

H. Niger : Hyoscyamus Niger.

H. Albus : Hyoscyamus Albus.

HE : huile essentielle

HPLC : haute performance liquide chromatographie

IR : Index Retention

OMS : organisation mondiale de santé

UV : ultra violet

Vil
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Introduction générale

Les plantes, présentes sur Terre depuis des milliards d’années, jouent un rdle
fondamental dans I’existence du vivant sur notre planéte. Elles interagissent avec
I’ensemble des écosystémes et de leurs composants, influengcant directement et
indirectement la survie de tous les étres vivants. En tant que principaux producteurs de
I’oxygene, premiers maillons de la chalne alimentaire, pourvoyeuses d’aliments, de
médicaments, de matieres premieres, pourvoyeuses de services environnementaux, de
beauté, de bien-étre et de diversité biologique, elles apparaissent fondamentales pour

assurer la durabilité de la vie sur Terre. [01]

Les plantes médicinales constituent des ressources précieuses pour la majorité des
populations rurales et urbaines en Afrique et représentent le principal moyen par lequel les
individus se soignent [02]. Malgré les progrés de la pharmacologie, 1’usage thérapeutique
des plantes médicinales est trés présent dans certains pays du monde et surtout dans les

pays en voie de développement. [03]

Avec une superficie de 2381741 km?2, I’Algérie est le plus grand pays riverain de la
méditerranée. Il est reconnu par sa diversité variétale en plantes medicinales et
aromatiques, ainsi que leurs diverses utilisations populaires dans I’ensemble des terroirs du
pays. Ce sont des savoir-faire ancestraux transmis de génération en génération chez les
populations, le plus souvent rurales. C’est un héritage familial oral, dominant en particulier

chez les femmes agées et illettrées [04].

Le genre Hyoscyamus fait partie de la famille des Solanaceae, il comporte environ 20
espéces. [05] .

En Algérie, ce genre est représenté par 3 especes : H. Albus L., H. Niger L. et H. Muticus
L., et une sous-espece H. Muticus L. subsp. Falezlez. [06]. Les espéces de ce genre sont
trés utilisées dans la médecine traditionnelle pour traiter les maux de téte, les douleurs
articulaires, les dommages oculaires, les crampes musculaires, les blessures récentes, les
maladies des reins, les hémorroides, les palpitations, 1’anxiété, les mycoses et les

pédiculoses [07].

Actuellement, les composés phénoliques et les huiles essentielles sont largement utilisés

comme alternatives aux produits chimiques synthétiques pour traiter certaines maladies et
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Introduction générale

préserver les aliments de 1’oxydation.

Des études biochimiques antérieures sur le genre Hyoscyamus ont montré leur richesse en
alcaloides (hyoscyamine, scopolamine et atropine) qui sont utilisés pour leurs effets
antispasmodiques, anesthésiques, anticholinergiques, analgésiques et aussi leurs propriétés
sédatives [08].

Etant donné ’intérét des variétés d’Hyoscyamus en médecine traditionnelle et dans le but
de promouvoir les plantes aromatiques et médicinales du Sahara algérien, nous avons pris
en considération les études biochimiques et biologiques des métabolites secondaires de

1’Hyoscyamus, ainsi que les études phytochimiques du principe actif hyoscyamine.

Notre travail vise a atteindre trois objectifs :

- Le premier objectif vise la connaissance botanique, car cette espece et ses sous-especes sont
trés peu ou pas du tout décrites en botanique.

- Le second objectif est de nature biochimique : il vise a identifier les principales biomolécules
(terpenes et composés phénoliques) de Hyoscyamus muticus L. subsp. Falezlez en utilisant
des techniques spectrophotométriques, chromatographiques et spectrométriques, et a évaluer
leurs caractéristiques biologiques : Activité antioxydante.

- Le troisieme objectif phytochimique, qui vise a étudier ses composés chimiques, en mettant
particulierement l'accent sur le principe actif (hyoscyamine), est de comprendre ses

propriétés pharmacologiques et son potentiel thérapeutique.

Ce travail est présenté sous forme de 4 chapitres principaux :

- Chapitre 1, porte sur les rappels bibliographiques : Description botanique de la famille des

Solanacée et du genre Hyoscyamus muticus L. subsp. Falezlez
- Le chapitre 2 est consacré a I’étude des métabolites secondaires qui y trouvent.

- Le chapitre 3 illustre les différentes méthodes utilisées dans I’expérimentation (révélation,

extraction, activité biologique (antioxydant)).

- Quant au chapitre 4, il se consacre a la présentation des résultats de 1’¢tude biochimique et
phytochimique de la plante étudiée et a leurs interprétations et discussions.

Enfin, une conclusion générale et des perspectives pour des travaux de recherche antérieurs.
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Historiquement, elles étaient appelées « simples » a partir du Moyen Age en médecine
médiévale. Aujourd’hui, elles correspondent entre aussitot produits issus avec la phytothérapie
traditionnelle soit neuf. Une plante médicinale peut étre définie comme une « drogue végetale
», ¢’est-a-dire une plante ou une partie de plante utilisée en 1’état, soit sous forme desséchée,

soit a I’état frais, et possédant des propriétés médicamenteuses. [09]

Ces plantes peuvent avoir des utilisations variées : certaines parties de la plante, telles que la
racine, la feuille, la fleur, la graine ou le fruit, peuvent étre employées pour guérir divers maux.
Depuis I’ Antiquité, la théorie des signatures, qui consistait a distinguer par analogie les plantes
nécessaires a la guérison humaine, a joué un réle important. Cependant, cette théorie a été
largement contestée deés le XVlle siécle et abandonnée par le monde savant au Siécle des

Lumiéres. [09]

Jouxtant les données de I’OMS, au commun, 14 contre 28 incontinents de plantes sont
répertoriés, contrairement aux ayant isolé 1’accoutumance médicale. Aussitot, les enquétes
réalisées aux prémices attribuables a la XXle période révelent pourquoi 3 a 5 patients
immédiatement plage occidentale, 80 incontinents populations rurales depuis 1’état de
formation et 85 immédiatement populations au midi obligé Sahara utilisent les plantes

médicinales contrairement a tout salaire. [09]

L'une de ces plantes est le pavot, qui était considéré comme un analgésique dans I'Antiquité.

Dans ce chapitre, nous découvrirons cette plante.

1.1 Généralités sur I’Hyocsyamus muticus L. subps Falezlez :

1.1.1 Famille des Solanacées :
La famille des Solanacées (Solanaceae Juss.) appartient a 1’ordre des Solanacées. Ce sont
incontinent plantes herbacées, puis arbustes, incontinent arbres, soit aussitot lianes, puis feuilles
alternes, simples et vide stipules. La famille comprend une centaine de genres pour environ

2700 espéces et occupe une grande diversité d’habitat, de morphologie et d’écologie.[10]

Cette famille est présente partout dans le monde, a I’exception de 1’Antarctique. C’aurore
comme Amérique convenable Austral et par Amérique centrale ne | quelqu'un partie le
davantage sublime symbole d monnaie. Cette famille comprend des espéces alimentaires d’une
grande importance économique telles que la pomme de terre (Solanum tuberosum), la tomate

(Solanum lycopersicum), I’aubergine (Solanum melongena) et les piments (Capsicum). [11]
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De nombreuses plantes ornementales légerement populaires appartiennent aux Solanacées
Petunia, Schizanthus, Salpiglossis et Stramonium. Certaines espéeces, riches en alcaloides, sont
mondialement connues pour leurs usages médicinaux, leurs effets psychotropes ou pour leur

toxicité : belladone, morelle, brugmansia, datura, mandragore, tabac. [11]

1.1.2  Legenre d’hyocsyamus :
Les espéces de ce genre sont une source naturelle de I’hyoscyamine, de 1’atropine et de la

scopolamine, alcaloides tres recherchés pour leurs vertus médicales [12,13].

En Algeérie, le genre Hyoscyamus L. est représenté par trois espéeces H. Niger L., H. Albus L. et
H. muticus L. [14]. Toutes les especes du genre Hyoscyamus produisent des alcaloides
tropaniques, a savoir I'nyoscyamine et la scopolamine, qui sont réputés pour leurs propriétés
mydriatiques, antispasmodiques, anticholinergiques, analgésiques et sédatives. [15]

1.1.2.1 L’espéce Hyoscyamus muticus L. :

1.1.2.1.1  Description botanique :
Herbe a base ligneuse, pubescente a velue, atteignant 30 a 90 centimeétres de haut. Elle forme
ordinairement de grosses touffes herbacées. Feuilles elliptiques ou largement lancéolées, de 4
a 10 centimétres de long, charnues et velues, certaines dentées, d’autres entieres. Inflorescence
: grandes cymes de 20 a 35 centimetres de long. Fleurs de 2 a 3 centimétres de large, irréguliéres,

avec des pétales soudés en tube, a la coloration assez variable (violet, jaune, blanchéatre...). [16]

Figure 1 : Hyoscyamus miticus (originale).
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1.1.2.1.2 Nomenclature algérienne et globale :

Hyoscyamus muticus est connu sous les noms vernaculaires suivants :
Arabe : Falezlez ou Gungot au Sahara central, en Algérie et au Maroc. [15]

« Habala dans le sud-ouest du Sahara algérien (Adrar), noté lors de nos prospections dans la
région.

« Lebtina, ou Labtayma selon la localité du Sahara occidental et central (Tamanrasset,
Adrar). Apres avoir interrogé les habitants de la région.

Francais : Jusquiame.
Anglais : Henbane.

Touareg : Afelehleh dans la région de Illizi, Tamanrasset aprés avoir interrogé les habitants

de la région.

1.1.2.1.3  Présentation géographique :
Dans le monde Hyoscyamus muticus L. est une espéce sindienne saharienne trouvée en Egypte,
en Arabie saoudite et en Iran. Il est originaire de la région subsaharienne de I'Afrique du Nord
et sa répartition en Afrique est indiquée sur la carte ci-dessous (Figure 2). La sous-espéce

Falezlez est endémique du nord et du centre du Sahara. [14]

En Algérie, Hyoscyamus muticus L. subsp. Falezlez est une plante spontanée qui pousse dans
les régions du Sud. Elle est localisée dans les régions suivantes : Adrar (selon notre propre
prospection), a Béni-Abbés (Béchar), El-Goléa (Ghardaia) et Ouargla et a Tamanrasset
(Figure3) ou elle se développe dans les lits d’oueds limoneux-sablonneux, dans les zones

d’épandage et des cultures. [17]
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Figure 2 : présentation géographique de Hyoscyamus miticus mondial et en Algeérie

1.1.2.1.4 Utilisation en médecine traditionnelle :
Hyoscyamus muticus L., a I'état sauvage ou naturel, est utilisé depuis longtemps en médecine
traditionnelle. Elle est cultivée dans certains pays (Egypte, Pakistan, Inde) pour ses alcaloides
médicinaux. Les feuilles fraiches sont utilisées en cataplasme pour soulager la douleur. Les
feuilles sont séchées et transformées en cigarettes et fumées pour traiter I'asthme. Les graines

torréfiées sont utilisées pour préparer une boisson addictive. [18]

Hyoscyamus muticus L. La sous-espece Falezlez est utilisée a petites doses contre les
rhumatismes, l'asthme, les saignements et les otites. De plus, cette sous-espéce est utilisée par

les populations locales du désert du Sahara algérien a des fins toniques et hallucinogenes. [17]

1.1.2.1.5 Toxicité de Hyoscyamus :
C'est une plante connue pour sa toxicité puisqu'un grand nombre de déces ont été observeés lors
de la consommation de dattes empoisonnées ou par des criquets qui se nourrissaient de cette
plante. Les Touaregs les utilisent comme poison. Un surdosage de Hyoscyamus muticus peut
entrainer soif, constipation, pouls rapide, vision floue, agitation, hallucinations, délire et méme

la mort, ainsi que des étourdissements et une psychose. [19]
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Chapitre Il. Les métabolites secondaires

Les métabolites secondaires sont des composés organiques produits par les organismes vivants,
en plus des composes nécessaires a leur croissance et a leur reproduction. Chez les plantes, on

distingue deux classes de métabolismes/métabolites [21] :

e Meétabolisme primaire : qui produit des métabolites primaires. Tous les étres vivants
(les plantes y compris) ont un métabolisme primaire, qui fournit les molécules de base
: glucides, lipides et protéines. [20]

e Meétabolisme secondaire : qui produit des métabolites secondaires. [20]

Il existe sans doute plus de 20 000 métabolites secondaires classés selon leurs appartenances
chimiques (composeés acétyléniques, mycotoxines, composés phénoliques, terpenes, alcaloides,

amines et polyamines, glycosides cyanogéniques, glucosinolates, etc...). [20]

1.1 Métabolites secondaires :

Les métabolites secondaires ne sont pas directement impliqués dans les processus vitaux de
base (croissance, la division cellulaire, la respiration, la photosynthése, la reproduction),
contrairement aux meétabolites primaires [20,21]. lls peuvent jouer différents rbles pour la
survie du végétal lui-méme, comme un réle de défense, un role de résistance [22]. Par exemple,
certaines plantes synthétisent des phéromones sexuelles, substances émises pour attirer les
insectes males et permettre plus facilement la fécondation des fleurs. [20]

Les meétabolites secondaires sont des molécules organiques complexes synthétisées et
accumulées en petites quantités par les plantes autotrophes [23]. lls jouent un r6le important
dans les interactions des plantes avec leur environnement, notamment dans la protection contre
les agents pathogénes, les herbivores, la compétition inter plantes et les stress abiotiques tels
que la dessiccation et les rayons UV. lls sont présents naturellement en petites quantités dans
le métabolisme secondaire et sont tres diversifies sur le plan structurel avec plus de 200 000
structures distinctes. Ces molécules marquent les espéces, les familles et les genres végétaux
de maniére unique et peuvent également permettre I'établissement d'une taxonomie chimique.
[24]

En effet, les plantes médicinales sont la principale source de ces métabolites et possédent de

fortes propriétés pharmacologiques pour I'homme. [25]
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Chapitre 11. Les métabolites secondaires

11.2 Biosynthése des metabolites secondaires :
La production de métabolites secondaires est étroitement liée au métabolisme primaire et résulte

généralement de trois voies de biosynthése (Figure 3) : la voie du shikimate, la voie du

mévalonate et la voie du pyruvate [26].
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Figure 3 : La biosynthétique des métabolites secondaires [26].
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Chapitre Il. Les métabolites secondaires

I1.3 Classification de métabolites secondaires :

Il existe trois classifications principales de métabolites secondaires :

» Les composés phénoliques.
» Les composés azotés (les alcaloides).
> Les terpénes.

11.3.1 Les composés phénoliques :

11.3.1.1  Définition :
Les composes phénoliques ou polyphénols constituent une famille de molécules tres répandues

dans le regne végétal [27]. Des milliers ont été caractérisés a ce jour. lls sont trés différents,
mais ce qu'ils ont tous en commun est qu'ils contiennent un ou plusieurs cycles benzéniques
avec un ou plusieurs groupes fonctionnels hydroxyles, avec au moins un groupe hydroxyle libre
soit directement attache, soit attaché a un autre. 1l remplit une fonction (éther, ester, glycoside).
[28.29]. lls sont présents en proportions variables dans toutes les parties des plantes supérieures

(racines, tiges, feuilles, fleurs, pollen, fruits, graines et bois) [30].

La couleur, I'ardme et l'astringence des plantes sont déterminés par la concentration et le taux
de conversion des phénols. Ces composés représentent 2 a 3 %, parfois 10 %, voire plus, de la
matiére organique d'une plante. Dans la nature, ces composes existent généralement sous forme
liée sous forme d’esters ou, plus communément, de glycosides. lIs se présentent également sous
forme de polymeéres naturels (tanins) [29]. Le groupe de phénols le plus important et le plus

répandu est celui des flavonoides [31].

Selon la structure de base, plusieurs classes de composés polyphénoliques sont définies (tableau
1):

Tableau 1 Classification de composés phénoliques [32].

Squelette carboné Classes de composés phénoliques
Ce Phénols simples et benzoquinones
Ce-C1 Acides phénoliques
Ce-C2 Aceétophénones et les acides phenylacétiques
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Chapitre Il. Les métabolites secondaires

Ce-Cs Acides hydroxycinnamiques, coumarines, phénylpropenes,
chromons
Ce-Ca Naphthoquinones
C6-C1-Cs Xanthones
C6-C2-Cs Stilbénes et anthraquinones
C6-C3-Cs Flavonoides et isoflavonoides
(Ce-C1)2 Tannins hydrolysables
(Ce-Ca): Lignanes et néolignanes
(C6-Cs-Coe)2 Biflavonoides
(Ce-C3) n Lignines
(Ce) n Catéchols
(Ce-C3-Cé) N Tannins condensés

11.3.1.2  Structure chimique des polyphénols :
Les composés phénoliques comprennent une large gamme de produits chimiques. 1ls possedent

des éléments structurels de base qui les caractérisent. C'est la présence d'au moins un noyau

benzénique (aromatique) auquel est directement attaché au moins un groupe hydroxyle (Fig.

n°4), soit libre, soit impliqué dans une autre fonction : éther, ester, ou glycosides [33].

Ces composés vont des molécules simples (acides phénoliques simples) aux molécules plus

hautement polymeérisées (tanins condensés). [29]

Groupe hydroxyle

Anneau
aromatique )

——OH

Groupe phénol

Figure 4 : Structure chimique de polyphénols. [34]
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Chapitre Il. Les métabolites secondaires

11.3.1.3 ROle et intérét des composes phénoliques :
Les polyphénols sont des ingrédients actifs de nombreuses plantes médicinales. Ils ont la

capacité de moduler I’activité de nombreuses enzymes et récepteurs cellulaires spéecifiques. Ils
sont impliqués dans de nombreux processus physiologiques tels que la croissance cellulaire, la
formation des racines, la germination des graines et la maturation des fruits [35]. Ces composés
sont également connus pour avoir des propriétés antioxydantes, car ils neutralisent les radicaux
libres et limitent ainsi certains dommages oxydatifs a 1’origine de diverses maladies [36]. De
plus, de nombreux polyphénols sont connus pour avoir des effets antioxydants, anti-
inflammatoires, antifongiques, antiviraux et anticancéreux. Plusieurs études ont été menees sur
les effets de la consommation de plantes sur la santé. La plupart d’entre eux montrent une
réduction des facteurs de risque de nombreuses maladies telles que les crises cardiaques et le

cancer [37].

11.3.2 Les terpéenoides :
11.3.2.1 Définition :

Ceux-ci sont également appelés terpénes et forment un groupe vaste et trés diversifié de produits
naturels d’un grand intérét chimique. Ils constituent le principe aromatique des plantes. Cette
odeur est causée par la libération de molécules tres volatiles comportant 10, 15 ou 20 atomes
de carbone. Ces molécules extraites sont utilisees comme épices (girofle) ou parfums (rose,
lavande). Ils ont une propriété commune : ils sont composés d'unités isopréne (C5 H8). lls
résultent d'un arrangement d'un nombre entier d'unités pentacarbonées ramifiées dérivées du 2-
méthylbutadiéne, appelées unités isopréne (C5 H8). Ces squelettes peuvent étre disposeés en
ligne droite ou former un anneau. Par conséquent, une classification raisonnable basée sur les

nombres qu’elle contient est possible [38,39].

11.3.2.2 La structure chimique de terpénoides :

Les terpénes sont des hydrocarbures naturels avec une structure cyclique ou a chaine
ouverte. Sa formule brute est (C5HX) n, ou x varie en fonction du degré d'insaturation de la
molécule, et n peut prendre des valeurs de (1 a 8). Polyterpéne (caoutchouc) pouvant atteindre
plus de 100 canettes. La molécule de base est I'isopréne de formule C5H8 (Figure 5). Le terme
terpénoide désigne un groupe de substances (alcools, aldéhydes, cétones, acides, lactones, etc.)

qui conférent a la structure terpenique une ou plusieurs fonctions chimiques. [40]
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Figure 5 : Structure de I'unité isoprene.

11.3.2.3 Classification :
La classification des terpénoides est basée sur le nombre de répétitions de 1’unité de base,
I’isopréne. Par consequent, en classant les hémiterpéenes (C5), les monoterpénes (C10), les
sesquiterpénes (C15), les diterpénes (C20), les sesterpenes (C25), les triterpenes (C30) et les
tétraterpénes (C40), les valeurs numériques qu'ils contiennent peuvent étre déterminées, ce qui

permet une classification rationnelle basée sur) et les poly terpénes [41].

Tableau 2 : Classification des terpénoides. [30]

Monoterpenes Cio
Sesquiterpénes Cis
Diterpénes Ca0
Sesterpénes Cas
Triterpenes et Stéroides Cso
Tetraterpénes Cao
Polyterpénes (C10) navec n>8

11.3.2.4  ROle et intérét des composés terpenoides :
Qualités aromatiques : les terpénoides de plantes sont largement utilisés en raison de leurs

propriétés aromatiques. Ils contribuent au parfum de I’eucalyptus, au gotit de la cannelle, du

clou de girofle et du gingembre, ainsi qu’aux couleurs jaunes des fleurs.

Applications médicinales : les terpénoides jouent un rdle dans les remedes de I’herboristerie
traditionnelle. Ils font également 1’objet de recherches pour découvrir leurs effets

antibactériens, antinéoplasiques et autres effets pharmaceutiques. [42]
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11.3.3 Les alcaloides :

11.3.3.1  Définition :
Les alcaloides sont des substances organiques azotées d'origine végétale possédant des

propriétés alcalines et des structures moléculaires hétérocycliques complexes [43].

Généralement relativement stable et stocké dans les plantes en tant que produit de diverses voies
de biosynthése, principalement a partir d'acides aminés tels que la lysine, I'ornithine, la tyrosine

et le tryptophane.

Les alcaloides sont présents dans toutes les parties des plantes, mais selon les especes végétales,

ils s'accumulent uniquement dans I'écorce, les racines, les feuilles ou les fruits. [44]

11.3.3.2  Fonctions et propriétés :
Les alcaloides sont des molécules d'un grand intérét d'un point de vue biologique, puisque le

fait partie des principes actifs de plusieurs extraits de plantes qui étaient auparavant utilisés

comme médicaments, poisons, voire substances psychoactives. [45]

Insoluble ou tres peu soluble dans I'eau. Ils sont plus solubles dans 1’alcool chaud que dans
I’alcool froid, 1’éther, I’acide et I’ammoniaque [46]

11.3.3.3  Classification :
Il existe de nombreux types différents d’alcaloides, certains avec des structures trés simples et

d’autres avec des structures plus complexes [47]. Nous distinguons trois classes [48].

e Lesalcaloides vrais : Ce sont des dérivés d'acides aminés dans lesquels I'atome d'azote est
inclus dans un systeme hétérocyclique. lls existent dans les plantes sous forme libre, sous
forme de sel ou de N-oxydes. Ce sont les alcaloides les plus abondants et les plus toxiques
[43].

e Les pseudo-alcaloides : Ils possedent généralement toutes les propriétés des véritables
alcaloides, mais ne sont pas des dérivés d’acides aminés [33]. La plupart des cas connus
concernent des deérivés des isoprenoides (alcaloides terpéniques) et du métabolisme de
I'acétate [49].

e Les proto-alcaloides : Ce sont des amines simples sans azote dans le systéme
hétérocyclique. lls ont des propriétés fondamentales et sont produits dans les organismes
vivants a partir d'acides aminés. Celles-ci sont souvent appelées « amines biologiques » et

sont solubles dans I’eau [50].
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Les principaux cycles azotés des alcaloides sont de type (figure 6) Indole (a), Quinoline (b),
Isoquinoline (c), Tropane (d), Pyridine (e), Quinolizidine (f), la morphine (g) et solanidine (h)
(stéroide). [51]
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Figure 6 : Les principaux cycles azotés des alcaloides [52].
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11.3.3.4  Propriétés physico-chimiques des alcaloides :
e Les alcaloides sont des substances azotées ayant des masses moléculaires trés variables de

100 & 900 g/mol. [53]

e Lesalcaloides et leurs sels purs sont, en général des produits solides cristallisés, caractérisés
par un point d'ébullition propre. Certains d’entre eux sont amorphes et se trouvent sous forme
de cires. D'autres, ayant de faibles points d'ébullition sont a I'état liquide sous forme d'huiles
et ont une viscosité variante. [54]

e [Is sont solubles, dans 1’eau et les solvants organiques polaires comme les alcools, tant qu’ils
sont placés en milieu acide (sels d’alcaloides), ils sont solubles aussi, dans les solvants
organiques peu polaires comme le dichlorométhane, le chloroforme, etc...en milieu alcalin

(alcaloides sous forme de base). [55]

11.3.3.5 Propriétés thérapeutiques des alcaloides :
Les alcaloides sont des substances qui ont attiré une attention particuliére dans divers domaines

en raison de leurs effets pharmacologiques.

e Au niveau du systéeme nerveux central, ce sont des sédatifs (morphine) ou des stimulants
(caféine).

e A noter également la présence de produits pharmaceutiques, d'anesthésiques locaux
(cocaine), d'antifongiques de haute intensité (quinidine), d'antinéoplasiques (vinblastine) et

d'antipaludiques (quinine).

Ces différentes activités (et d'autres) conduisent a des utilisations médicinales des plantes
alcaloides. En général, les alcaloides sont des substances particulierement intéressantes en

raison de leurs effets pharmacologiques et de leur toxicité trés divers. [56,43]

18|Page



Chapitre 111
Les huiles essentielles



Chapitre I11. Les huiles essentielles

Depuis des temps immémoriaux, le monde vegétal fournit les éléments nécessaires a la survie

de ’humanité.

En effet, les plantes restent la principale source de principes actifs, et leurs réles et applications
sont tres divers. Les huiles essentielles isolées de plantes sont I'un des principes actifs les plus

importants en raison de leurs diverses possibilités d'application. [57]

I11.1 Generalites sur les huiles essentielles :
Les huiles essentielles sont des extraits liquides concentrés, hydrophobes et trés complexes
contenant les composants actifs (ou volatils) des parties de plantes. Résultats d'extraction de

plantes aromatiques. [58]

Les huiles essentielles different des huiles dites « solides », car elles sont généralement liquides
et volatiles a température ambiante. Sa densité est généralement inférieure a celle de I'eau. [59]
Elles ont une teneur en huile, mais pas en graisse, et s'évaporent rapidement. Chaque huile
essentielle est singuliére et se distingue par sa propre odeur, sa propre couleur, sa propre
viscosité et ses propres propriétes. Leur indice de réfraction est élevé et la majorité de celles-ci

se transforment en lumiere polarisée. [60]

Elles se trouvent dans toutes les parties vivantes de la plante, sur les fleurs, les feuilles, les
fruits, les tiges, sur les écorces, les graines, les racines, les rhizomes ou le bois. Elles se
développent dans des cellules spécialisées, généralement associées a des poches ou des canaux
sécréteurs, et sont ensuite transportées pendant la croissance de la plante dans d'autres parties.
[61]

Depuis des millénaires, les huiles essentielles sont extraites de plantes aromatiques et
essentielles et ont été utilisées dans diverses applications. Les propriétés thérapeutiques de ces
plantes, notamment anti-infectieuses, sont connues, souvent sous forme de produits non
médicamenteux. Etant donné qu'elles sont des composés volatils, elles ont également un role
essentiel dans la protection des plantes et des foréts contre les agressions naturelles, ainsi que

dans la lutte contre la sécheresse en favorisant la pluviométrie. [61]

I11.2 Role des huiles essentielles chez les plantes :

Les huiles essentielles ont un impact significatif sur la préservation de la plante, car elles ont

des propriétés antibactériennes, antifongiques, antivirales et insecticides. Elles assurent
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également la protection de la plante contre les herbivores grace a son odeur desagreable qui

perturbe I'appétit de I'animal envers cette plante. [62]

Les huiles essentielles jouent un role crucial dans I'évaluation de leur activité antimicrobienne.
De plus, elles ont également des effets cytotoxiques sur les cellules vivantes en raison de leur

composition et de leur concentration.

On a donc proposé que les huiles essentielles provenant de plantes médicinales peuvent étre
employées comme des alternatives naturelles aux antimicrobiens et contribuent également a la

découverte de nouveaux médicaments. [63]

Elles assurent la protection de la plante contre le stress photo-oxydatif et contribuent également

a sa croissance et a son développement. [64]

111.3 Proprietes generales des huiles essentielles :

111.3.1 Propriétés physiques des huiles essentielles :
En regle générale, les H.E. sont liquides a la température normale. Elles sont parfumées et
peuvent étre colorées (les essences a azulénes sont de couleur bleue : matricaire ou patchouli...).
v Leur densité est généralement plus faible que celle de I'eau, elle oscille entre 0,850 et 0,950,
a l'exception des essences de cannelle, de girofle et de sassafras, mais la plus dense est celle
de wintergreen. 1,187 personnes
Leur température d'ébullition peut fluctuer entre 160°C et 240°C.
Elles présentent un indice de réfraction élevé et sont généralement capables de rotation.

Ces substances sont volatiles et entrainables par la vapeur d'eau.

D N N NN

Elles sont trés peu solubles dans I'eau, mais elles lui transmettent leur parfum. [65]

111.3.2 Propriétés chimiques des huiles essentielles :
La différence entre une huile essentielle et une huile végétale obtenue par pression est

évidente. En réalité, une huile essentielle ne renferme aucun corps gras.

v" Elles sont neutres au tournesol, mais s'oxydent rapidement a la lumiere et se résinifient
en absorbant I'oxygéne, alors que leur odeur change, leur point d'ébullition augmente, leur
solubilité diminue.

v" Elles sont oxydables a la lumiére et se résinifient en absorbant de lI'oxygene, ce qui
entraine une modification de leur odeur, une augmentation de leur point d'ébullition et une

diminution de leur solubilité.
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v" Elles captent le chlore, le brome et I'iode en produisant une émission de chaleur. [66]

v" Ces substances peuvent se mélanger avec de I'eau afin de créer des hydrates.

111.3.3 Propriétés curatives et médicinales
Les huiles essentielles possédent de nombreuses et diverses propriétés médicales. Elles
interviennent presque a tous les niveaux de la santé et de la maladie. Elles sont employées dans

des préparations galéniques. [67,68]

Les propriétés des hydrocarbures monoterpeniques sont les suivantes [59] : Antalgiques pour
la peau, vermifuges, emménagogues, antiseptiques atmosphériques, antiparasitaires... Les
propriétés des hydrocarbures sesquiterpéniques incluent : anti-inflammatoires, calmants,

hypotenseurs...

111.3.4 Propriétés Antibactériennes :
Les huiles essentielles sont réputées pour leur activité antibactérienne, notamment dans les

affections respiratoires, mais aussi contre Escherichia coli, Salmonella enterica.

Les huiles essentielles qui ont une bonne activité antibactérienne sont également efficaces en

tant qu'antifongiques et antimycosiques. [69]

111.3.5 Pouvoir Antiseptique
La majorité des huiles essentielles possédent un effet antimicrobien, ce qui explique leur

utilisation en tant qu'antiseptiques. [70]

111.3.6 Pouvoir anti-inflammatoire
On utilise fréquemment les huiles essentielles pour soigner les problemes articulaires
inflammatoires. Plusieurs huiles essentielles ont une capacité a soulager toutes sortes de
douleurs. [66]

111.3.7 Pouvoir immuno -régulateur
L'utilisation d'huiles essentielles favorise le renforcement des défenses immunitaires. On a
pu affirmer que les essences aromatiques étaient cytophylactiques (protégeant les cellules

vivantes).[71]

111.4 Domaines d’utilisation :

Les huiles essentielles sont devenues une ressource économique importante en raison de leurs

multiples propriétés, avec un marché en constante expansion. Effectivement, elles sont
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commercialisées et attirent un vif intérét dans différents domaines industriels tels que la
pharmacie en raison de leurs propriétés antiseptiques, analgésiques, antispasmodiques,
apéritives et antidiabétiques, ainsi que dans l'alimentation, la parfumerie et la cosmétique en

raison de leur capacité a élever I'odeur.

111.4.1 En pharmacie
Les H.E peuvent étre utilisées individuellement ou en combinaison (avec d'autres principes

actifs). Elles prennent diverses formes et sont prescrites par diverses voies. [57]

Les principales voies d’administration sont la voie orale et la voie rectale. Elles s’utilisent en

usage interne et externe. [72]

Plus de 40 % des médicaments utilisent des éléments actifs provenant de plantes.[65], la
gastralgie, par exemple, est un médicament antiacide digestif composé d'H.E de carvi. [73]

Leurs propriétés aromatisants, les huiles essentielles masquent 1’odeur désagréable de certains
médicaments absorbés par voie orale. Aussi, beaucoup de médicaments vendus en pharmacie

sont a base d’H.E. comme les collyres, les crémes, les élixirs...

Les huiles essentielles, grace a leur pouvoir aromatisant, dissimulent I'odeur désagréable de
certains médicaments consommeés par voie orale. De nombreux médicaments disponibles en

pharmacie sont également composés d'H.E, tels que les collyres, les créemes, les élixirs, etc.

De plus, les composeés présents dans les plantes sont principalement utilisés dans la préparation

d'infusions (thym, verveine, menthe,) et dans la préparation de préparations galéniques. [67,68]

111.4.2 En cosmétologie et en parfumerie
Les huiles essentielles sont consommées en cosmétologie pour parfumer les produits
cosmétiques : les savons, les cremes solaires, les rouges a levres, les dentifrices, et les
shampoings. L’industrie de la parfumerie utilise plus de 60 % d’essences, en particulier celles

de rose, de jasmin, de violette, et verveine. [74]

Enfin, le secteur des produits d’hygiéne, détergents et lessives par exemple, consomme

beaucoup d’huile essentielle pour masquer les odeurs (souvent peu agréables) des produits purs.

111.4.3 En agroalimentaire
Les H.E sont quotidiennement utilisées dans les recettes culinaires (ail, laurier, thym...). De

plus, elles sont tres appréciées dans le domaine de la liquoristerie (boissons anisées, kiimmel)
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et de la confiserie (bonbons, chocolat). [75], leur pouvoir antioxydant leur permet de conserver
les aliments en évitant les moisissures, [76], conservation du smen par exemple par le thym et

le romarin. [77]

111.4.4 En aromathérapie
L’aromathérapie est une forme de médecine alternative dans laquelle les H.E occupent une
place assez importante par leurs nombreux effets curatifs. Ainsi, elles sont employées de plus
en plus dans la masso-kinésithérapie, 1’ostéopathie, 1’acupuncture, la podologie, la

rhumatologie et également dans 1’esthétique. [78]
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IV.1 Présentation de la zone d’étude :
Notre étude a porté sur la zone wilaya de Illizi et. Et notre étude s'est déroulée dans le laboratoire

de l'université de Ghardaia ou nous avons commencé le 27 janvier jusqu’au 06 juin 2024.

IV.1.1 Wilaya d’Illizi :
La wilaya d’Illizi, située dans le sud de 1’Algérie, est une région vaste et fascinante. Voici

quelques détails sur sa géographie :

» Superficie : La wilaya d’Illizi s’étend sur 198 433 km?, ce qui en fait la troisieme plus
grande wilaya du pays . C’est une étendue impressionnante, couvrant environ Un neuviéme
du territoire national.[79]

» Localisation : elle se trouve a I’extréme sud-est du pays et partage des frontieres avec
trois pays sur une distance totale de 1 233 km [79] :

e Aunord, elle est limitrophe de la wilaya d’Ouargla.
e A l’ouest, elle borde la wilaya d’In Salah.
e Au Nord-Est, elle partage une frontiere avec la Tunisie.
e A Est, elle est voisine de la Libye.
e Au Sud, elle est adjacente a la wilaya de Djanet .
» Climat : Le climat de la wilaya d’Illizi est désertique et tres sec. Les précipitations sont
extrémement irrégulieres. Le mois de juin est le plus chaud de I’année, tandis que le mois

de janvier est le plus froid. Les vents sont genéralement faibles a modérés.

TLrrzr
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Figure 7 : La carte de Willaya Illizi [78]
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IV.2 Matériel utiliseé :
IV.2.1 Matériel végétal :

Le matériel végétal est constitué des parties aériennes (tige, feuilles, fleurs) de la plante H.
muticus. La plante a été récoltée dans la région Illizi. On le trouve dans les endroits au sol
humide, comme les ruisseaux des vallées et les vergers qui poussent de maniére aléatoire dans

ces endroits.

La plante a été séchée a I'abri du soleil pour éviter la pourriture pendant deux jours jusqu'a ce
qu'elle apparaisse a moitié seche, par mesure de précaution au cas ou I'huile s'évaporerait dans
I'une des conditions. Elle a été conservée a température ambiante jusqu'au moment de

I'expérience.

IV.2.2 Produit chimique utilisé :
Les réactifs chimiques utilisés dans cette étude sont : éthanol (C.HsOH), Chloroforme (CHCIs),
2,2 diphényl-1-picrylehydrazyl (DPPH), Chlorure d’hydrogene (HCI), Acide sulfurique
(H2SO0s4), Eau distillée (H20), Wagner relevant (iodine > —iode de potassium  KIlOs3),
dichlorométhane (CH2Cl.).

IV.3 Etude phytochimique d’Hyoscyamus muticus L. subsp. Falezlez :

L’étude phytochimique de la plante a été réalisée selon trois volets [80] :

» Une étude histologique associée a un screening histo-cytochimique,

» Une étude quantitative et qualitative des composés phénoliques (aglycones flavoniques, C-
glycosides et hétérosides) des différents organes,

» Et une étude quantitative et qualitative des composés volatiles thermostables caractérisant
I'nuile essentielle de la partie aérienne de la plante.

IV.3.1 Révélation de alcaloides :
» Préparation du relevement Wagner :
Ajouter 1,226 g d'iode et 2 g d'iodure de potassium a 100 ml d'eau distillée et agiter jusqu'a ce

que la solution soit homogeéne. [80]

> Révélation des alcaloides :
On ajoute en tube d’essai 1 ml d’extrait et 1 ml de Wagner relevant aprés quelle minute on

observe des dépbts au fond du tube a essai et sur la paroi. Avec couleur marron foncé. [80]
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1V.3.2 Révélation de terpene :

» Préparation d’extraits :

» Mettre 5 g de plante dans un fioul contenant 50 ml de chloroforme (CHCI5).

» Nous plagons le combustible au-dessus d'un bain d'eau a 50°C pendant 15 minutes.

» Aprés 15 min, on filtra I’extrait. [80]

» Reévélation des terpenes :

On ajoute au tube d’essai 1ml d’extrait de chloroforme et 1ml d’acide sulfurique (H2SO4) apres

quelques minutes, observe qu’anneau rougeatre apparait au centre de la solution dans le tube a

essai. [80]

» Remarque:

Ce sont quelques-uns des réactifs qui peuvent étre utilisés (tab 3) ; mais nous ne

les avons pas utilisés en raison de contraintes de temps et nous nous sommes

concentrés sur les alcaloides et les terpénes.

Tableau 3: Révélation des métabolites secondaires. [80]

SllEges Protocole expérimental coliEon oy Références
recherché P fluorescence
WF_Z%?]ZES et Coupez en contact avec une solution de vanilline Jaune Gardner
. chlorhydrique pendant quelques minutes. 1975
condenses ydnquep queld ( )
Lignines a Coupes en contact d’une solution de phloroglucinol
, o . . , Rouge Vance
groups (1%) dans 1I’éthanol 95° pendant 10 min puis montées violacé (1980)
Coniféryl dans de I’HCI concentré.
Coupes immergées dans une solution de KMnOs a
Liani . 1% dans I’eau pendant 10 min, rincées a I’eau
ignines a LT Faulkner et
distillée puis mises en contact avec HCI (2N) pendant L
groups . - L x1s L .| Rouge-brune Kimmins
Syringyl 5 min. Elles sont ensuite Iavees_a I’eau distillée puis (1975)
traitées au NH4Cl (2N) en solution dans I’eau.
Subérines Les coupes sont éclaircies dans une solution aqueuse Southerton
de KOH 15 mol, ensuite placées dans une solution Rose 4 roude et Deverall
(grpupt_ament saturée de Soudan IV dans 1I’éthanol 70% pendant 4 g
phénolique) (1990)

h puis rincées a 1’éthanol 50%.
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IVV.4 Extraction d’huile essentielle :

La méthode la plus utilisée, c’est I’hydrodistillation. Ce montage constitue 7 parties dans la

photo suivante :

— Thermometre

Refroidisseur
Ballon
Support
Plaque

chauffante

Collecteur
Elévateur

Figure 8 : Montage hydrodistillation (source original)

IV.4.1 Méthode expérimentale :

IV.4.1.1 Pour lesgrains:
e Mettre 100g de graines dans un ballon de 1L contenant 700 ml d'eau distillée.
e Ajouter 2 a 3 des allumettes dans le ballon pour réguler la température.
e  Mettre le chauffe ballon sous tension.
e  Placer un bécher a la sortie du réfrigérant.
e Porter le mélange a ébullition pendant 3 heures d'apres le taux de rendement.
e Récupérer le distillat. [66]

IV.4.1.2 Pour laplante :
e Mettre 100g de plante (tige, feuilles, fleurs) dans un ballon de 1L contenant 700 ml d'eau

distillée.

e Ajouter 2 a 3 des allumettes dans le ballon pour réguler la température.
e  Mettre le chauffe-ballon sous tension.
e Placer un bécher a la sortie du réfrigérant.

e Porter le mélange a ébullition pendant 3 heures d'apres le taux de rendement.
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e Recupérer le distillat. [66]

IV.4.1.3 Séchage, séparation et décantation :
» Décantation : la décantation est réalisée dans une ampoule
a décanter de 250 mL. L’huile essentielle est extraite avec
50 mL de dichlorométhane en trois fois (20mL-20mL-
10mL). Chaque fois, on agite, puis on laisse reposer ;
quelgues minutes. La solution obtenue se sépare en deux

phases non miscibles : une phase aqueuse, I’eau, et une

phase organique (CH2CI2). [66]

Figure 9 : Extraction par
décantation (originale)

» Séchage et séparation de solvant : environ 10 g
de sulfate de magnésium anhydre sont utilisés pour
éliminer le peu d'eau probablement retenue dans la
phase organique. L’huile essentielle est récupérée
aprés filtration et évaporation du solvant a

I’évaporateur rotatif. [66]

Figure 10 Rota-vape (évaporateur
rotatif) (original)

» Remarque :

L'extraction n'a pas nécessité d'étape d'évaporation, car le climat est trés chaud en été et le
dichlorométhane s'évapore en une journée a l'air frais.

L'huile essentielle obtenue est conservee dans des flacons en verre fumé scellés, a I'abri de la
lumiere et a basse température pour éviter la photo dégradation de I'essence.

Calcul du rendement : Le rendement est calculé d'apres la formule suivante :

Masse H.E obtenue
Rdt = — x 100
Masse du végétal
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IV.5 Préparation extrait brut:
Nous extrayons I'extrait brut afin d'obtenir des métabolites secondaires et d'éviter toute
dégradation de I'nhuile essentielle induite par la chaleur (trempage a froid) ; les propriétés des

réactifs généraux sont préparées comme suit :

e Nous pesons 54 g de la plante et la plagons dans un bol.

e Préparer 540 ml de solution hydroalcoolique 70-30 (162 ml d'eau-378 ml d'éthanol).

¢ Nous divisons cette solution par trois jours (200 ml-200 mI-140 ml).

¢ Nous mettons 200 ml de la solution hydroalcoolique dans le récipient contenant la plante et
la laissons pendant 24 heures a température ambiante.

¢ Le lendemain, nous filtrons I'extrait et nous ajoutons la deuxieme solution de 200 ml et nous
la laissons reposer pendant 24 heures.

e Le troisieme jour, on filtre I'extrait et on ajoute la derniere quantité de solution 140 ml et on
laisse reposer pendant 24 heures.

¢ Nous filtrons I'extrait et le laissons a I'air libre ou dans un four a 50 Celsius pour que I'éthanol
s'évapore rapidement.

e L'extrait est prét. [66]

IV.6 Analyse quantitative et qualitative par chromatographie en phase
gazeuse coupléea la spectrométrie de masse (CG-SM) :
e Principe
Les extraits végétaux peuvent étre évalues de maniere quantitative et qualitative a l'aide de la
GC-MS. 1l en va de méme pour les échantillons gazeux ou pour ceux qui peuvent s'évaporer
sans étre decomposés dans l'injecteur. Il s'agit de la méthode la plus répandue pour I'analyse

des huiles essentielles. [80]

Le gaz porteur est une phase mobile composée d'hélium, d'azote ou d'’hydrogene. Le concept
s'appuie sur la dissociation de divers gaz solubles par mouvement différentiel le long de la phase
stationnaire. Si la chromatographie permet de separer avec précision les différents éléments
d'un mélange, les paramétres obtenus par la rétention sélective des solutés par la colonne sont
difficiles a manipuler dans un instrument analytique, ce qui rend l'interprétation structurale

difficile a identifier positivement. Difficile. En général, cela n'a pas beaucoup de rapport avec
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la structure moléculaire organique. La spectrométrie de masse consiste a associer une autre
méthode d'analyse physique a la chromatographie afin d'ajouter une deuxiéme dimension
analytique a celle-ci. [80]

La GC-MS fonctionne en transférant les composés obtenus par chromatographie en phase
gazeuse en utilisant un gaz vecteur dans un spectrometre de masse, ou ils sont séparés en ions
de masse variable dont la séparation varie en fonction de la masse. Le spectre d'un pic inconnu
est comparé informatiquement a une ou plusieurs bibliothéques de référence afin de déterminer
si les spectres inconnus et de référence sont suffisamment similaires et présentent des indices
de rétention identiques dans des conditions de fonctionnement analogues. [80]

Deux types d'ionisation sont possibles : l'ionisation par impact électronique (IE) et I'ionisation
chimique (IC). [80]

» CG-SM en mode impact électronique (CG-SM-IE) :

En mode IE, un faisceau d'électrons d'environ 70 eV est émis sur un matériau, ce qui entraine
une ionisation et une fragmentation. Le spectre de masse du composé est constitué de fragments
de cations. On compare les spectres de masse obtenus aux spectres de masse des produits de
référence présents dans la base de données. [80]

» CG-SM en mode ionisation chimique (CG-SM-IC)

L'ionisation chimique consiste en des réactions moléculaires ioniques entre les molécules
présentes dans I'échantillon en phase gazeuse et les ions plasma obtenus a partir d'un gaz réactif.
Différer entre I'lonisation Chimique Positive (PCI) et I'lonisation Chimique Négative (ICN).
[80]

¢ Protocole expérimental

Une CG-SM a été utilisée pour détecter les composants volatils et thermostables de I'huile
essentielle des organes aériens d'H.muticus. On a effectué I'analyse en utilisant un appareil de
la marque Perkin Elmer Clarus 500. La colonne DB-5 du chromatographe en phase gazeuse
(5% diphényle 95% diméthyle polysiloxane), (30 m de longueur, 0,25 mm de diamétre et 0,25
um d'épaisseur) est équipée du programme de température suivant : de 70°C/min a 200°C. La
température finale est maintenue stable pendant 15 minutes a la minute-1. En mode split, la

température d'injection est de 250°C et le volume injecté est de 1 uL. [80]

Le spectrometre de masse opére en mode d'ionisation electronique (IE) a une tension de 70 eV,

avec une plage de masse allant de 29-369 UMA. Le détecteur sélectif de masse est
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quadripolaire, les températures de la source d'ionisation et de la ligne de transfert sont de 250°C,

et le debit du gaz vecteur (hélium) est de 1 ml. min-1. [80]

IVV.7 Chromatographie liquide a haute performance
e Principe

La HPLC est largement répandue dans I'analyse des composés phénoliques. Cette méthode fait
appel & une phase stationnaire extrémement précise. Les particules solides peuvent mesurer
jusgu'a 5um de diameétre. Une colonne fermée est utilisée pour tasser le garnissage. La phase
liqguide mobile se déplace en raison d'une pression élevée. On procede a l'injection de
I'échantillon a analyser en introduisant un petit volume de produit dans I'éluant sous pression.
[80]

Les polarités des phases stationnaires utilisées, du solvant d'élution et des composes
phénoliques a analyser sont utilisées pour réaliser la séparation, que ce soit sur une phase
stationnaire normale ou inversée. Une fois sépares, les divers éléments de I'échantillon sont
repérés a la sortie de la colonne. L'acquisition et le traitement des données sont assurés par un

calculateur. [80]

e Protocole expérimental
L'échantillon a examiner est placé au sommet de la colonne, et sous pression, les différents
composants de celui-ci sont entrainés a se déplacer. 1l est possible de repérer les composés
phénoliques en utilisant des détecteurs UV-visible, UV & barrette de diode (DAD) et des
fluorescences UV. [80]

Les aglycones flavoniques présents dans les extraits méthanoliques sont étudiées a l'aide d'un
appareil HPLC (Agilent 1100) associée a un détecteur UV a barrette de diode (DAD), équipé
d'une colonne Hypersil BDS-C18 disposant des dimensions suivantes (5um, 250 x 4,6 mm).
Durant toute I'analyse, la température reste & 30°C et le volume injecté est de 10 pL. [79]
Deux systemes de solvants composent la phase mobile : (A) : eau ultra-purifiée et acide acétique
a0,2%, et (B) : acétonitrile. Le flux est établi a 1 mL/min. Les conditions chromatographiques
sont un gradient linéaire d'acide acétique a 0,2 % et d'acétonitrile avec un début de 95 % de (A)
et un terme de 100 % de (B).[80]

Les longueurs d'ondes réglées par le détecteur UV a DAD sont de 260 nm.
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IV.8 Extraction de hyoscyamine :

Extraction de I'nyoscyamine a partir de I'extrait aqueux :

Pour realiser I'expérience, nous aurons besoin des matériaux suivants : un extrait aqueux de la
plante Hyoscyamus muticus , de I'nydroxyde de sodium (NaOH), du chloroforme (CHCI3), de
l'acétone (CsHsO), et du sulfate de sodium anhydre (Na2SOa4). Nous utiliserons également un

entonnoir de séparation, un ballon a distiller, du papier filtre, ainsi qu'un chauffage électrique

pour mener a bien la procédure.

IV.8.1 Extraction de I'hyoscyamine :
Ajouter de I'nydroxyde de sodium (NaOH) a I'extrait aqueux jusqu'a atteindre un pH de 10.
Ajouter du chloroforme (CHCIz) a I'extrait aqueux dans un rapport de 1:1.

Bien mélanger I'extrait aqueux et le chloroforme (CHCI3) pendant 10 minutes.

AN NI

Separer la couche de chloroforme (CHCIs) & I'aide d'un entonnoir de séparation. [81]

IV.8.2 Purification de I'hyoscyamine :
Sécher la couche de chloroforme (CHCIs) a l'aide de sulfate de sodium anhydre (Na2SOs).
Evaporer le chloroforme (CHCIs) & I'aide d'un ballon a distiller et d'un chauffage électrique.
Dissoudre le résidu d'évaporation dans 1’acétone (CsHesO).

Faire cristalliser I'nyoscyamine en refroidissant la solution.

NN

Filtrer les cristaux d'hyoscyamine a l'aide d'un papier filtre. [81]
IV.8.3 Séchage et stockage de I'"hyoscyamine :
v" Sécher les cristaux d’hyoscyamine dans un four a une température de 50 degrés Celsius.

v Stocker I'nyoscyamine dans un récipient hermétique dans un endroit frais et sec. [81]
IV.9 Evaluation de ’activité antioxydant des métabolites secondaires
d’hyoscyamus muticus L subs falezlez :
IV.9.1 Généralités sur les antioxydants :

L’oxygene est la source de vie pour les organismes aérobies. Mais [’oxygene peut étre
également une source d’agression pour ces organismes. En effet, des dérivés hautement réactifs
de I’oxygene peuvent apparaitre au cours des réactions enzymatiques ou sous 1’effet des rayons
UV, des radiations ionisantes et de métaux de transition [82]. Les formes de 1’oxygéne
provoquant ces troubles sont : ’oxygene singlet O2, le peroxyde hydrogene H2 O2, les
peroxydes alkyles ROOH, le radical superoxyde O2, les radicaux hydroxyles HO, peroxydes
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ROO et alkoxyles RO [83] Les conséquences au niveau de 1’organisme se font ressentir sur

I’ADN, les lipides et les protéines [84].

IV.9.2 Etude de ’activité antioxydant -
Les antioxydants d’origine alimentaire contribuent vraisemblablement a la défense de
’organisme contre le stress oxydant et ses conséquences. A ce titre, les polyphénols,
particuliérement abondants dans une alimentation riche en produits végétaux, pourraient jouer

un rble protecteur important [85].

Les polyphénols jouent un réle important dans la santé humaine en raison de leurs activités
antiallergiques,  anticancéreuses, anti-inflammatoires, antimicrobiennes, antivirales,

cardioprotectrices et vasodilateriez [86].

IV.9.3 Définition d’un antioxydant :

On désigne par antioxydant toute substance qui, lorsqu’elle est présente en faible
concentration dans la cellule, est capable de retarder, de neutraliser ou de réduire I’oxydation
et les dommages causés par les radicaux libres sur les composes cellulaires [87]. Des
informations tirées de la bibliographie ont indiqué que les plantes possedent des propriéetés

antioxydantes dues en grande partie a la quantité de polyphénols qu’elles contiennent [88].

IV.9.4 Les méthodes de détermination de ’activité antioxydante :
Différentes techniques ont été développées afin de déterminer ’activité antioxydante des
extraits de végétaux ayant une composition chimique différente (polyphénols, terpénes,
alcaloides ou autres). D'aprés une étude récente d'Alam et al. (2013), ces techniques sont
divisées en deux catégories : les tests qui évaluent le transfert d'électrons ou d'hydrogénes vers
le radical coloré stable facile a détecter le DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl) et ceux qui
impliquent une compétition (décoloration du B-carotene et de la crocine, caroténoide naturel)

entre l'antioxydant et le composé a protéger. [89].

Il existe actuellement 19 techniques pour évaluer le pouvoir antioxydant in vitro des

échantillons, et la méthode au DPPH est le test le plus couramment employé. (Fig 5).

Pour évaluer I’activité antioxydante de la plante, nous avons opté pour la méthode de réduction
du radical DPPH en utilisant de I’extrait de la plante Hyoscyamus. Puisque nous ne disposons
pas d'une quantité suffisante d'huile essentielle pour préparer des solutions de diverses

concentrations, nous avons décidé de I'appliguer a l'extrait de la plante dans notre étude.
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Figure 11 : Fréquence des tests utilisés pour [’évaluation in vitro de l’activité

antioxydant (Alam et al., 2013).

IV.9.5 Test de réduction du radical stable DPPH

Le 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl est I’un des premiers radicaux libres utilisés pour évaluer
I’activité antioxydante des composés phénoliques [90] ; dans notre étude, nous avons utilisé la
méthode de piégeage du radical libre DPPH. Cette méthode repose sur la mesure de la capacité

des antioxydants a capturer le radical DPPH.

N—N NO,

Figure 12 : Structure du radical stable DPPH

La réduction du radical DPPH. par un antioxydant peut étre suivie par spectrophotométrie UV-
visible, en mesurant la diminution de I’absorbance a 517 nm provoquée par la présence des

extraits phénoliques. Le DPPH. Est initialement violet, se décolore lorsque 1’¢lectron

célibataire s’apparie [91].

On peut résumer la réaction comme suit :
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Figure 13 : Réduction du radical DPPH

Les absorbances mesurées servent a calculer le pourcentage d’inhibition du radical DPPH, qui

est proportionnel au pouvoir anti radicalaire de I’échantillon. [92]

1V.9.6 Protocole expérimental
IV.9.7 Preéparation de la solution mére :
Nous avons préparé une solution d'une concentration de 250 mM préparée dans I'éthanol en

dissolvant 0,0049 g dans 50 ml d'éthanol, connaissant la masse molaire moléculaire de DPPH

I est:
au! M pprpH = 394 g/mol 1

Nous avons préparé différentes concentrations de chaque extrait de plante dilué dans de
I'éthanol. Pour chaque concentration, nous en avons prélevé 100 ml et ajouté 1 ml de DPPH.
Apres homogeneisation de la solution, nous mettons les concentrations 30 minutes dans

I'obscurité.

Figure 14 : préparation des différentes concentrations de la solution (photo originale)

puis nous lisons dans Le Spectrophotomeétre UV-Visible a la longueur d'onde maximal.
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Figure 15 : Le Spectrophotometre UV-Visible (photo originale)

IV.9.8 Détermination du pourcentage d’inhibition
L’inhibition du radical libre de DPPH en pourcentage (1%) est calculée selon la formule

suivante :

A0 : absorbance du blanc.

A\ : absorbance de I’extrait

On trace une courbe a la fin de la réaction, Il montre le pourcentage de DPPH inhibé par rapport
aux concentrations d’extrait, d’aglycones flavoniques et de contrdles positifs. Cette courbe est
utilisée pour déterminer la valeur ICso qui est la quantité d'antioxydant nécessaire pour réduire
la concentration initiale de DPPH de 50 %. La valeur ICsg est définie comme cette concentration

spécifique d'un antioxydant.
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V.1 Résultats de révélation primaire :

Il est essentiel de vérifier la présence des composants tels que les terpénes, les alcaloides et les
composés phénoliques dans les métabolites secondaires avant de débuter toute expérience.
Ainsi, il est nécessaire de réaliser ces analyses afin de les identifier Comme résultats théorique
résume en tableau suivant :

Tableau 4 : Résultats du screening histo-cytochimique dans les différents organes
d’Hyoscyamus muticus L. subsp. Falezlez. (70)

Meétabolites secondaires _Partie aérienne Partie souterraine
Feuille Tige Racine

Alcaloides +++ . ot

Terpenes et terpénoides + + -

(-) : absence du composé recherché dans la coupe, (+) : composé recherché
présent, (++) : présence abondante du composé recherché et (+++) : présence
trés abondante du composeé recherché.

V.1.1  Alcaloides :
La plante H.miticus présente généralement une forte teneur en alcaloides de type tropane
(alcaloides tropaniques). Suite a l'expérience de détection avec la solution de Wagner, des

dépdts d'une grande quantité de couleur brune ont été obtenus (Fig. 10), confirmant ainsi la

présence importante d'alcaloides.

Pour HE

Pour extrait brute

Figure 16 : Résultat de révélation des alcaloides (original)
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Si la racine est souvent vue comme le lieu de naissance des alcaloides, en particulier chez les
Solanacées, d'autres chercheurs, tels que Shibata (1956), avancent la possibilité d'une origine
dans la plante feuillée, sans l'intervention de la racine. Cette théorie audacieuse ouvre de

nouvelles perspectives sur la complexité de la biosynthéese de ces molécules fascinantes. [93]

Les alcaloides tropiques, notamment I'atropine, I'nyoscyamine et I'hyoscine (ou scopolamine),
sont présents dans diverses familles botaniques, notamment les Solanacées, et jouent un role
fondamental. Des plantes telles que la Belladone, la Jusquiame et la Datura sont utilisées depuis

longtemps a des fins médicinales en raison de leurs puissantes propriétes pharmacologiques.

Comprendre le processus de formation des alcaloides dans les plantes a feuilles pourrait offrir
des perspectives sur leur fonction et leur signification dans le métabolisme des plantes, tout en
ouvrant la voie a de nouvelles approches pour produire ces molécules aux propriétés

thérapeutiques potentielles

V.1.2 Terpénes et Terpénoides :
La plante H.miticus présente des terpenes en quantité modérée a faible. Les résultats de la
détection des terpénes sont visibles sur la figure 11, montrant une ligne au centre de la solution,
formant un anneau rouge a faible concentration, confirmant ainsi la présence de terpénes en

guantité modérée.

-

Figure 17 : Résultats de révélation des terpénes (original).
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V.2 Résultats de GC-MS :

Notre professeur Youcef Adamou a apporté son assistance précieuse dans la réalisation de ces
analyses, qui ont éte effectuées en Jordanie sous la supervision du professeur Hudaib
Mohammed. Le professeur Mohammed est spécialisé dans les produits médicinaux naturels et
les analyses de phytochimie a l'université de Jordanie, département de pharmacie (AMMAN

11942-JORDANIE).
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Figure 18 : Résultat de GCMS d'huile essentiel
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Figure 19 : Résultat de GCMS d'extrait brut
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Tableau 5 : Résultats obtenir par GC-MS

SN| Rt |cal-ARI| Lit-ARI Compound — YeContent — ID
1] 142 | 1104 1088 |dehydro-Linalool 2.339 ND Rl + MS
2| 144 ] 1108 1100 [n-Nonanal 2.339 ND RI + MS
3| 152 | 1127 1106 [Phenyl ethyl alcohol 2.339 ND Rl + MS
4| 17.3 | 1175 1167 |Menthol 2.339 ND Rl + MS
51 228 1298 1300 |n-Tridecane 12.262 ND RI + MS
6 25.0| 1351 1346 |a-terpinyl acetate ND ND Rl + MS
71 275 1407 1403 [Methyl Eugenol ND ND RI + MS
8] 29.8 1463 1464 |[(2E)-Dodecenal ND ND RI + MS
91301 1471 1469 |(2E)-Dodecen-1-ol ND ND Rl + MS
10] 30.9 1492 1489 |cis-Eudesma-6,11-diene 2.339 ND Rl + MS
11] 31.2 1498 1500 [n-Pentadecane 2.339 ND Rl + MS
12| 33.1 | 1546 1547 [1,10-Decanediol 4.678 ND RI + MS
14] 335 1558 | ----- HC or OHC (Unidentified) 2.339 ND MS
15( 33.8 [ 1564 1567 |(2E)-Tridecen-1-al 2.339 ND RI + MS
16| 34.0 | 1571 1570 |n-Tridecanol 2.339 ND Rl + MS
17] 35.2 1600 1600 [n-Hexadecane 2.339 ND Rl + MS
18| 354 | 1606 | ----- HC or OHC (Unidentified) 2.339 ND MS
19( 369 | 1645 | ----- HC or OHC (Unidentified) ND ND MS
20| 36.9 1647 1639 |allo-Aromadendrene epoxide ND ND RI + MS
21 371 | 1651 | ----- HC or OHC (Unidentified) ND ND MS
22| 37.3 | 1658 | ----- HC or OHC (Unidentified) ND ND MS
23| 376 | 1664 1652 |a-Eudesmol 16.482 ND Rl + MS
24 378 1671 | ----- HC or OHC (Unidentified) ND ND MS
25( 38.3 1685 | ----- HC or OHC (Unidentified) ND ND MS
26| 385 1690 1692 [Junicedranol 16.203 ND Rl + MS
271 389 1701 | ----- HC or OHC (Unidentified) ND ND MS
28] 39.1 | 1706 | ----- HC or OHC (Unidentified) ND ND MS
29| 40.1 | 1734 | ----- HC or OHC (Unidentified) ND ND MS
31| 40.6 | 1747 1746 |[8,a-11-Elemodiol ND ND Rl + MS
33| 415 1772 1773 |n-Pentadecanol ND ND RI + MS
34| 447 1868 | ----- OHC (Unidentified) 2.339 ND MS
35| 45.1 | 1879 1874 |n-Hexadecanol 12.780 ND Rl + MS
36| 453 1884 | ----- OHC (Unidentified) 4.558 ND MS
37| 455 1890 1900 |n-Nonadecane (??) 2.339 ND RI + MS
38| 49.1 | 2001 2000 |n-Eicosane 2.626 Rl + MS
39| 503 2038 | ----- NVHC (e.g. OHC, terpenes) Tr MS
TOTAL 100
Rt Retention time
Abbreviation : Cal-ARI Calculated Arithmetic Retention Index
Lit-ARI Literature Arithmetic Retention Index
HC Hydrocarbon
OHC Oxygenated HC
NVHC Non volatile heavy compounds
ND Not Detected
Tr Traces (<1%)
RI Retention Index
MS Mass Spectrometry
ID Identification Method
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¢ Commentaire :

On observe une concentration élevée de Junicedranol, d'a-Eudesmol, de n-Tridécane et de n-
Hexadecanol, qui s'élevent respectivement a 16,203 %, 16,482 %, 12,262 % et 12,780 %.

L'élément Junicedranol a été établi comme une substance aux propriétés anti-inflammatoires et
antimicrobiennes, selon des études antérieures publiées dans la revue Biological Mechanisms
Food and Chemical Toxicology sous le titre "Composition chimique et activité antimicrobienne

des huiles essentielles provenant de différentes parties des espéces de Juniperus”. [94]

Les propriétés de 1'élément a-Eudesmol se manifestent dans le secteur des parfums et des

ardmes, en plus de ses vertus relaxantes et apaisantes.

Les caractéristiques du tridécane incluent ses propriétés cosmétiques ainsi que son utilisation

en tant que biocarburant.

Les caractéristiques de I'élément Hexadecanol incluent ses attributs esthétiques ainsi que son

utilisation en tant que catalyseur pharmaceutique.

La raison de la non-détection du principe actif (hyoscyamine) est liée au type de machine
utilisée et a sa base de données. En outre, environ 1 % de substances lourdes n'ont pas été
identifiées.

L'hyoscyamine est composée de 17 atomes de carbone et sa rétention indice (IR) varie entre

2140 a 2170 en fonction du type de machine utilisé. Nos analyses se sont limitées a une rétention
d'indice (IR) de 2038.

Apres des recherches et des investigations approfondies, il est probable que ces substances non
identifiées soient des huiles végétales lourdes en raison de la présence d'au moins 20 atomes de
carbone dans les huiles essentielles provenant de la plupart des plantes. Cela nécessiterait un
autre GC-MS ainsi qu'un protocole avance qui ne sont malheureusement pas disponibles dans
notre laboratoire. Une analyse initiale de I'huile a été effectuée pendant notre attente, et une

Iégere précipitation s'est formée, suggérant la présence du principe actif contenu dans I'huile

essentielle. ,
Column type Capillary

- T _
Colonne utilise pour cette analyse est DB-5 GC (5% |orePhase OV-1

2170.
diphenyle 95% dimethyle polysiloxane) pour détecter [geference Zayed and Wink, 2004

hyoscyamine il nous faut une colonne ov-1 GC Comment
He, 120. C @ 3. min, 8. K/min; Column length: 30. m;
Column diameter: 0.25 mm; Tepqg: 300. C
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V.3 Résultats de HPLC :

Les résultats suivants ont été obtenus suite aux analyses réalisées dans le laboratoire de
I'Université de Ghardaia :

Injection Name: extrait H (anji?])-!-ime 40.00
Vial Number: B:E2 {?é?jrt]'%” 10.00
Injection Type: Unknown Channel: UV_VIS_ 1
Calibration Level: Wavelength: 257
Instrument Method: method Hyoscyamine Bandwidth: n.a.
Processing Method: extrait brut 1 E;gg)orn 1.0000
Injection Date/Time: 2‘;’(‘;‘;”/ 24 \‘j’vagm'f 1.0000
1£U= = ' ' —
1 (- 1817
100+
80+
60+
] |2- 2278
40-
20)- (- 10,927
4. - 10480 . ; /1
_ b 5% J', 84625 T 11 91aT A
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Figure 20 : Résultat de HPLC
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Tableau 6 : Résultats obtenir par HPLC

No Retention Relative Relative
' Peak Name Time Area Height Area Height | Amount
min mAU*min mAU % % n.a.
1 1.617 10.118 | 100.059 49.36 51.96 n.a.
2 2.278 0.803 41.071 3.92 21.33 n.a.
3 3.747 0.203 0.905 0.99 0.47 n.a.
4 4.990 0.876 7.449 4.27 3.87 n.a.
5 5.942 0.618 5.258 3.02 2.73 n.a.
6 10.490 1.937 7.405 9.45 3.85 n.a.
7 10.927 3.171 16.115 15.47 8.37 n.a.
8 24.625 0.593 3.401 2.89 1.77 n.a.
9 26.987 0.224 0.729 1.09 0.38 n.a.
10 27.723 0.512 2.692 2.50 1.40 n.a.
11 31.477 0.214 1.171 1.04 0.61 n.a.
12 35.632 0.434 2.102 2.12 1.09 n.a.
13 39.073 0.430 2.620 2.10 1.36 n.a.
14 39.602 0.364 1.595 1.78 0.83 n.a.
Total: 20.497 192,570  100.00 100.00
e Commentaire :
o) |
En comparaison avec les pics d'une : f La
)4 - .I - =
autre étude (fig. 15) présentant les - & | 4
mémes caractéristiques de machine, oy ol 3 3 [ {
S | COSSEEORITE 1| %
a l'exception du solvant, nous avons . : |
d |
observé que les pics 4 et 5 . ’
confirment la présence de la - 18
substance active hyoscyamine : le B e O e '»; P
. . { | | ‘ ’
pic 4 est hyoscyamine (+) (4.990 e
min) et le pic 5 est h min Chiralpak® AY-3 (150 mm x 4.6 mun x 3 pm) column
In) et le pic 5 est hyoscyamine (-) Mobile phase ethanol with 0.05% dicthylammne in
(5.942 min). isocratic elution mode
Flow rate 0.6 mL/mmn

Analysis time 6.5 min

Figure 21 : Les pics de Hyoscyamine dans HPLC [96]
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V.4 Résultats d’extraction hyoscyamine :

Figure 22 : Résultat de cristallisation d’hyoscyamine

e Commentaire :
Au terme de plusieurs expériences, nous avons finalement atteint le but recherché et
I'nyoscyamine a été cristallisée et extraite comme le montre la (figure 17) sous forme de

cristaux blancs.

Formule : C17H23NOs3
Masse molaire : 289,375 g/mol
Point de fusion : 108,5 °C

Nom IUPAC : (8-methyl-8-azabicyclo [3.2.1] oct-3-yl) 3-hydroxy-2-phenylpropanoate
Numéro CAS : 101-31-5

N° CE : 202-933-0

N° ECHA : 100.002.667
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Chapitre V. Résultats et discussion

V.5 Etude de Iactivité antioxydante :

V.5.1 Détermination de ’index 1Csxp :
L'indice IC50 est un outil essentiel pour évaluer I'efficacité des agents testés. Il représente la

concentration minimale d'un échantillon (comme une huile essentielle ou un extrait
hydroalcoolique) nécessaire pour neutraliser 50% des radicaux libres DPPH en 30 minutes. Un
indice 1C50 plus bas indique une plus grande puissance de I'échantillon & neutraliser les

radicaux libres avec une concentration réduite.

Le taux d'inhibition, en revanche, est un indicateur supplémentaire qui permet de déterminer
I'indice IC50. Il évalue la capacité de I'échantillon a inhiber I'activité des radicaux libres DPPH.
Plus le taux d'inhibition est élevé, plus I'échantillon est efficace pour neutraliser les radicaux

libres.

Pour récapituler, I'indice 1C50 et le taux d'inhibition sont des outils essentiels qui nous
permettent d'évaluer I'efficacité des extraits hydroalcoolique dans la lutte contre les radicaux
libres. Ces données nous aident a sélectionner les agents les plus puissants pour préserver nos

cellules et prévenir les dommages oxydatifs.

> Les résultats obtenus : en ne se servant que de I'extrait hydroalcoolique. Cela est di
au fait que la quantité d'huile disponible n'est pas suffisante pour effectuer I'analyse
CGMS.

Tableau 7 : les valeurs d’absorbances mesure par UV et calculer la valeur de pourcentage
d’inhibition (1)

M : la mass en mg

m (mg) Al I

A0 : absorbance du blanc. 0 0.982 1

1.75 0.531 45.92668
3.5 0.503 48.778
7 0.444 54.78615
14 0.358 63.54379
28 0.303 69.1446

Comment calculer le pourcentage d’inhibition (1) ?

A\i : absorbance de I’extrait

A partir cette relation en puet calculer le pourcentage d’inhibition (1) :

(A0-AI)

" X 100

1% =
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Figure 23 : Graphe d’identification IC50
Ic 50 = 3.494 g / ml
L’IC50 de I’acide ascorbique est de : 8,5 + 0,25 pg/ ml

Notre test d’extrait hydroalcoolique : 3.494 pg / ml

Une étude révéle une découverte étonnante : les extraits hydroalcooliques se distinguent de
leurs concurrents dans leur lutte contre les radicaux libres. Cette victoire inattendue peut étre
expliquée par la puissance et la sélectivité des molécules antioxydantes présentes dans ces

extraits.

Ces molécules, de véritables combattantes invisibles, possedent une capacité extraordinaire a
neutraliser les radicaux libres. Leur pouvoir réside dans leur structure unique, qui leur permet
de se lier de maniére spécifique aux radicaux libres, les empéchant ainsi de causer des

dommages dans les cellules.

Cette decouverte ouvre de nouvelles perspectives pour la recherche sur les propriétés
antioxydantes des plantes. En effet, elle suggére que les extraits hydroalcooliques, riches en
molécules antioxydantes puissantes et sélectives, pourraient constituer une source précieuse

d'antioxydants naturels.

Il existe également une étude qui prouve I'efficacité de I'huile essentielle de cette plante dans

son effet antioxydant, selon Mme GEUNTERI Ayari dans sa these de doctorat.
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L'étude nous incite a continuer notre exploration dans le monde intrigant des molécules
antioxydantes, afin de dénicher de nouveaux agents qui préservent nos cellules contre les dégats

occasionnés par les radicaux libres.
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Conclusion genérale

Le sujet de notre mémoire porte sur I'analyse et l'identification des composés vegétaux et le
développement des usages médicinaux de cette plante, Hyoscyamus muticus, répandue dans le
désert algérien. Notre sujet vise a identifier les composés de I'extrait brut et de I'huile essentielle
et a extraire le principe actif de cette plante.

Aprés avoir meneé les expériences, nous sommes parvenus aux résultats les plus importants

suivants :

Nous avons constaté que I'huile essentielle contient des quantités modérées a légérement faibles
d'alcaloides tropaniques, contrairement a sa présence importante dans I'extrait brut, et qu'il y a

également une présence importante de terpenes.

Aprés analyse de I'huile essentielle par GC-MS, nous avons trouvé des quantités significatives
de composés alcooliques, notamment le junicedranol qui a une activité anti-inflammatoire, I'a-
Eudesmol qui est utilisé pour son aréme pour la relaxation et ainsi de suite, le tridécane qui est
considéré comme un biocarburant et enfin I'nexadécanol qui est considéré comme un adjuvant

pharmaceutique.

Cependant, I'absence de la substance active (hyoscyamine) dans I'huile lors des analyses est due
au type d'instrument utilisé et a sa base de données, et parce que la plupart des plantes
contiennent jusqu'a 20 atomes de carbone dans leur huile, et grace a des détections

préliminaires, nous confirmons sa présence dans I'huile.

En revanche, dans les analyses HPLC, les pics de l'ingrédient actif ont été identifiés sans
difficulté.

Aprés avoir utilisé I'extrait brut comme point de déepart pour notre prochaine étape, I'extraction
du principe actif dans son état physique connu (cristaux) a été réalisée avec un protocole annexe

pour obtenir des cristaux du principe actif Hyoscyamine.

Enfin, dans nos résultats, nous avons trouvé que cette plante a une activité antioxydante de

3,494 ug/ml, ce qui est considéré comme acceptable par rapport a I'acide ascorbique.

Aprés un travail considérable sur cette plante et la connaissance de ses propriétés medicinales

et de la nature de ses composés, nous constatons que l'extrait brut est plus efficace en termes de
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Conclusion genérale

présence importante de principe actif et, en raison du faible rendement de I'extraction de I'huile,
qui est d'environ 0,2, nous chercherons a extraire la substance active de I'extrait brut et a utiliser

le protocole comme élément principal du processus de production.
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Chromatogram RSH g D:\Les prestation'Start up'2024\Juin'\Sifi Mohamed Rida‘data 1'RSH g.qgd

TIC

1,508,320

23

T A R
l I{;.O I 2[:'.0 I 3{; 0 I -II{; 0 I SOI.O I Gﬂl ] I T0.0 SE:' 0 I 9E||.O
min
Peak Report TIC
Peak# R.Time Area¥ Similarity Name
1 19.928 1.30 92 1.6-Octadien-3-ol. 3,.7-dimethyl-, acetate
2 21.383 10.55 98 Anethole <(Z)-=>
3 22.737 1.01 95 Carvacrol
4 23.744 3.36 98 Anethole <(E)}>
5 24.179 0.83 93 Carvacrol
6 25.562 0.99 89 Bicyclo[2.2. 1 heptane, 2.2-dimethyl-3-methylene-, (15)-
7 25977 5.61 96 Eugenol
8 27.049 3.05 97 Eugenol
9 2R.906 2.45 96 Carvophyllene
10 31.899 0.38 92 (-y-Germacrene D
11 33.844 0.59 95 Cadinene <delta—=>
12 54.039 0.33 86 11-Octadecenoic acid, methyl ester
13 56.973 0.52 93 FEicosane
14 59.791 1.66 94 Dotriacontane
15 62.513 3.52 94 Dotriacontane
16 62.730 0.69 91 Tetrapentacontane
17 63444 0.30 B9 Hexacontane
18 64.900 0.25 70 Tetrapentacontane
19 65.122 5.32 94 Dotriacontane
20 65.320 0.76 B9 Hexacontane
21 67.641 692 94 Tetrapentacontane
22 T0.071 9.604 94 Tetrapentacontane
23 T2.414 10.57 94 Tetrapentacontane
24 T74.677 11.66 94 Tetrapentaconiane
25 T6.069 0.23 91 Tetrapentacontane
26 Te.8TS 871 94 Tetrapentacontane
27 TR.995 5.80 94 Tetrapentacontane
28 B1.054 2.25 94 Tetrapentacontane
29 B3.0406 0.77 92 Tetrapentaconiane
10000
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<< Target ==

Lime#:] B Time:19.930{Scané: 3427) Retention Index: 1190 MassPeaks:255
RawMode: Averaged 19.850-20.065(3411-3454) BasePeak:93.10{3628)

BG Mosde:Cale. from Peak Group 1 - Event | Scan

20z 221 250  ITrIN4 W2 318331 362 379 WT 414 4 453 4%l 50T SIB 540 572 586

1 40 70 100 130 160 190 2200 250 280 3100 340 370 400 430 460 490 520 550 580

Hit#:8 Eniry:272646 Library:W1INITMAIND lib

SL90 Formula:C14H2402 CAS:106-29-6 MolWeight:224 Retlndex:1350
CompName:Butanoic acid, 3,7-dimethyl-2,6-octadieny] ester, (E}

100

121 0%
15
b |

0 40 70 100 130 10 190 2200 250 280 310 340 370 400 430 460 490 520 350 5RO
Hit#9 Entry:368 Library:FFNSC 1.2lib

SI90 Formula:C12 H20 02 CAS:115-95-7 MolWeight: 196 RetIndex:1250

CompMName:Linalyl acetate; Octa-1,6-dien-3-0l <3, 7-imethyl-> acetate

100

154

0 40 70 100 130 160 190 220 250 280 310 340 370 400 430 460 490 S0 S50 580
Hit#:10 Eniry:443992 Library:W1IN1TMAIN1 b
SI:90 Formula:C17H23NOZ CAS:7149-26-0 MolWeight 273 Reflndex:2157
CompName: 1, 3-Dimethyl-1-vinyl-4-hexeny] 2-ammobenzoate
100

1 40 70 100 130 1ed 190 2200 250 280 310 340 370 400 430 400 490 520 550 580

GC-MS Laghouat résultats
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