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Introduction générale

Depuis des milliers d'années, I'numanité a utilisé diverses plantes trouvées dans son
environnement, afin de traiter et soigner toutes sortes de maladies, ces plantes représentent un
réservoir immense de composés potentiels attribués aux metabolites secondaires qui ont
l'avantage d'étre d'une grande diversité de structure chimique et ils possedent un tres large
d'activités biologiques. Cependant I'évaluation de ces activités demeure une tache tres
intéressante qui peut faire I'intérét de nombreuses études.

On estime qu’environ 80% de la population mondiale dépendent encore des
médecines traditionnelles pour leur sécurité médicale. De nombreux médicaments modernes
sont fabriqués a partir de produits naturels.

Selon I’organisation mondiale de la sant¢ (O.M.S), la médecine traditionnelle se
définit comme 1’ensemble de toutes les connaissances pratiques explicables ou non pour
diagnostiquer ou éliminer un déséquilibre physique, mental en s’appuyant exclusivement sur
I’expérience vécue et 1’observation, transmises d’une génération a une autre génération
(oralement ou par écrit) (Adjanohoun et al., 1979). On ne peut pas parler de santé en Afrique
sans parler des plantes médicinales. La phytothérapie occupe, en effet, une place tres
importante dans les soins de santé.

L’Algérie dispose d’un couvert végétal assez varié et compte de nombreuses plantes
médicinales a usage traditionnel tres fréquent. On compte environ 3000 espéces. Parmi ces
especes se trouve I’Hyoscyamus albus L. qui est une plante médicinale appartenant a la
famille de Solanaceae, est largement utilisée en médecine traditionnelle parce qu’elle trés
riche en tropanique alcaloides douées d’activités thérapeutiques.

Dans notre étude, nous avons vise a démontrer 1’effet de la concentration des
phytohormones sur 1’accumulation de nos plantes en alcaloides, et consacré a un test
antibactérien est réalisé afin de déterminer I'efficacité des alcaloides contre les Klebsiella
pneumoniae et Staphylococcus aureus. Notre travail est scindé en trois parties:

% Une synthése bibliographique comporte:

- Etude botanique.

- Les métabolites secondaires (alcaloides).

- Les phytohormones.

- L’activité antibactérienne.

% Matériel et méthodes: on a réalisé I’extraction, le dosage, et I’activité antibactériennedes
alcaloides.

7

% Résultats et discussion: qui comporte tout les résultats obtenus et les discussions.
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Chapitre I Etude Botanique

I.1. Plantes médicinales:
1.1.1. Généralité

Les plantes médicinales sont extrémement nombreuses aux Etats-Unis, il existe
presque 1800 especes de plantes meédicinales disponibles commercialement, on estime que
quelque 13000 espéces des plantes médicinales ont été utilisées pendant au moins un siecle
comme remué des traditionnels par diverse cultures dans le monde entier, une liste de plus de
20000 plantes médicinales a été publiée et il ya fort a parier que beaucoup plus especes de
plantes a fleurs ont été utilisées a des fins médicinales on dit parfois qu’il ya 70000 espéces de
plantes médicinales, mais ce chiffre englobe un grand nombre d’algues, de champignons et de
micro-organismes qui ne sont pas vraiment des plantes au sens ou 1’entendent habituellement
les botanistes, Quoi qu’il en soit il n’existe pas d’autre catégorie des plantes utiles a I’homme
qui compte autant d’especes, et il est normal de se demander pourquoi autant de plantes ont

des propriétés médicinales utiles (Ernest et al., 2000).
1.1.2. Définition des plantes médicinales

La définition d'une plante médicinale est tres simple, il s'agit d'une plante qui est
utilisée pour prévenir, soigner ou soulager divers maux. Les plantes médicinales sont des
drogues végétales dont au moins une partie possede des propriétés médicamenteuses
(Farnsworth et al., 1986). Environ 35 000 espéces de plantes sont employées par le monde a
des fins médicinales, ce qui constitue le plus large éventail de biodiversité utilisé par les étres
humains. Les plantes médicinales continuent de répondre a un besoin important malgré

I'influence croissante du systeme sanitaire moderne (Elgaj et al., 2007; Sofowora, 2010).
I.2.Famille de Solanacées:
1.2.1. Généralités sur la famille

Les solanacées sont une famille de plantes appartenant & 1’ordre des solanales qui
comprend notamment les convolvulacées (liseron), il existe plus de 2500 espéces de solanacées,
répartie en 95 genre, a travers le monde, notamment dans les régions chaudes et temperées, un
grand nombre (plus de la moiti€) appartient au genre solanum, qui a donné son nom a cette
famille.

Une grande partie de ces especes se développe dans des lieux riches, ou abonde la

matiére organique en décomposition. Parmi les especes locales, on rencontre plusieurs
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Chapitre I Etude Botanique

especes toxiques, comme la belladone, la jusquiame, le datura stramoine. Leur richesse en
alcaloides (solanine, scopolamine, atropine, etc....), en font de puissants remeédes, ou de

puissants poisons (Muschler, 1912; solereder, 1908; bailley, 1958).
1.2.2. Principes caractéres de la famille:

La famille des solanacées est caractérisée par une grande homogénéité de caracteres,

notamment anatomique et biochimique.
1.2.2.1. Appareil végétatif:

- Plantes: Le plus souvent sont des plantes herbacées mais elles peuvent parfois se présenter
sous forme d’arbustes voire méme dans les pays tropicaux de petits arbres ou des lianes.

- Feuilles: Simples ou composées, sont alternes, entieres a profondément lobées et sans
stipules.

- Calice: Persistant ou accrescent.

- Corolle: Variable rotacée, en entonnoir + ou- étroit ou campanule.
1.2.2.2. Appareil reproducteur:

- Fleurs: Hermaphrodites sont dites parfaites (elles contiennent étamine et pistil)

Les fleurs sont soit solitaires soit rassemblées en de petites grappes qui sont situées
généralement a 1’angle des divisions de la tige ou directement sur la tige entre les noeuds,
I’épiderme est velu ou glanduleux.

- Fruits: Le fruit des solanacées peut étre charnu, c’est alors une baie (morelles, tomate,
pomme de terre ....) soit sec et c’est alors une capsule (datura stramoine) qui dans le cas de la
jusquiame prend la forme d’une pyxide.

- Etamines: Souvent conniventes.

- Pollinisation: Est entomophile, c'est I'action mécanique de I'insecte (bourdons, abeilles) qui

provoque la fécondation (Andre, 1967).

Page 3



Chapitre I Etude Botanique

» Parmi les principes solanacées on trouve les genres suivants (Tableau I):

Tableau I: Principes espéces de la famille de solanacées (Etienne, 2005).

Tomate Lycopersicum exulentum
Pomme de terre Salanum tuberosum
Datura Datura stromonium
Tabac en arbre Nicotianaglauca Graham
Jusquiame noire Hyoscyamus Niger L.
Jusquiame blanche Hyoscyamus albus L.

1.3. Genre d’Hyoscyamus:

Les plantes de genre Hyoscyamus sont des plantes annuelles ou bisannuelles ou
vivaces. Elles sont tres visqueuses, plantes ligneuses. Les fleurs jaunes, les fruits secs, feuilles
dentées a la base de la plante et allongées au sommet (Jean, 2013).

Ce genre comprend 15 especes vivant sur les talus, les falaises, les friches et les plages

de galets en Europe, en Afrique du nord et en Asie (Goullé et Pépin, 2004).
1.3.1. Hyoscyamus niger L.

Plante annuelle ou bisannuelle moyenne a grande,
velue-gluante ; odeur désagréable, et mesure de 0,60 a
1,20 m de hauteur. Feuilles ovales-oblongues a lobes
triangulaires, les inférieures pétiolées, les supérieures
embrassantes. Fleur jaune pale de 20-30 mm., de long
avec réseau de veines pourpres, en cloche, (fig. 01).
Forme: capsule. Décombres, terrains vagues, jusqu’a

1900 m. (Christopher et Marjorie, 2006).

Figure 01: Aspect morphologique d’H. niger L.
(Anonyme, 2016).
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Chapitre I Etude Botanique

1.3.2. Hyoscyamus albus L.

Cette variété également annuelle ou bisannuelle,
mesure de 30 a 90 cm de hauteur, a port dressé, feuilles
plus petites que la jusquiame noire (5 a 10 cm de long),
elles sont larges, ovales, collantes d’une couleur vert clair.
Au printemps, la floraison, donne des fleurs de 1 & 3 cm

de long, bilabiées, irréguliérement lobées, d’une couleur

jaune pale. Comme il est indiqué dans la figure 02 (Goullé

et Pepin, 2004). Figure 02: Aspect morphologique d’H. albus L.

1.3.3. Hyoscyamus aureus L. (Aoonvine 2000

Plante herbacée pousse sur les murs (fig. 03), a des
grandes feuilles verdatres et une tige peu large porte de
grandes fleurs jaunes avec pétiole rouge pourpre de 30-60
cm de longueur. Ses feuilles sont pédonculés lobés ovale
ou circulaire avec des dents pointues et ont une forme de
cceur dans le bas de la plante. Les feuilles de la plante sont

pubescentes. Les fleurs sont pédiculées de 2.6 cm de

longueur avec étamine saillie (Nathan, 1967; Kotbe,

1979). Figure 03: Aspect morphologique d’H. aureus L.

1.3.4. Hyoscyamus mutricus L. (Anonyme, 2016).

Plante herbacée vivace ou arbuste atteignant 1,5 m
de haut, glabre ou poilu, tiges épaisses, succulentes.
Feuilles disposées en spirales, simples, a poils étoilés et a
poils simples. Fleurs bisexuées. Calice régulier, en
entonnoir denté, dents d’environ 5 mm de long, chez le
fruit d’environ 2 cm de long. Corolle zygomorphe,
largement en entonnoir lobée (fig.04), lobes d’environ 2
cm de long, blancs a roses et veinés ou ponctués de violet
foncé (Nathan, 1967 ; Kotbe, 1979).

Figure 04: Aspect morphologique d’ H. mutricus L.
(Anonyme, 2016).
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Chapitre I Etude Botanique

I.4. Espéce d’Hyoscyamus albus L.

1.4.1. Classification

Tableau I1: Classification d’Hyoscyamus albus L. (Schultese, 1976).

Regne Végétale
Embronchement Phanérogames
Classe Dicotylédones
Ordre Tubiflorales
Familles Solanaceae
Genre Hyoscyamus
Especes albus
Nom commun Jusquiame blanche

1.4.2. Description botanique:

- Plante entiére: Herbacée annuelle ou bisannuelle, rameuse et tres velue, visqueuse,
mesurant 30 a 70 cm.

- Tige: Est presque cylindrique dressée a la base et Iégérement tordue au sommet. Elle
contient les nceuds et les entre-nceuds. Sa paroi est lisse brune tend a vert velue dont les poils
peuvent atteindre 0,5 cm de long, de 30 a 90 cm de hauteur et 0,5 a 2,5 cm de diamétre, a
odeur moins amer et goQt desagréable.

- Feuille: Simple alterne, ovale-orbiculaire a extrémité pointue, grossiérement sinuée-dentée a
dents triangulaires. La basale pétiolée et en rosette, la supérieure sessile, elle mesure 10 a 25
cm (fig. 05a).

- Fleur: D'un jaune, non veinée en cloche ou en entonnoir, irréguliére mesurant 2 a 3cm, est
pétiolée a hermaphrodite réguliére a la base (fig. 05b).

- Calice: Vert, a 5sépales réunies tres velues (haute de 3 a4 cm).

- Corolle: D’un jaune péle a 5 pétales réunies font de 3 a5 cm de longueur.

- Réceptacle: Extrémement courte de 0,3-0, 6 cm, de forme cylindrique, couverte de poils
denses.

- Fruit: Est une pyxide cylindriqgue ou ovale est presque vert-jaune ou brun, n’est pas

cohérant avec son calice, il mesure 2 a 3 cm et il contient de nombreuses grains. Floraison de
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mai a septembre dans des terrains en friche ou labourés, souvent pres de la mer ou a proximité
de batiments agricoles. Ce fruit est inodore et de godt désagréable (fig. 05c).

- Grain: Gris ou brun claire en forme de rein ou pyramidale, inodore et de godt légérement
huileuse (Fig. 05d).

- Organe male: Le pollen se compose de cing étamines sur un pétale mutuelle avec des
pétales, les étamines émergent de ’orifice de la corolle (4 & 6.5 cm de largeur), le filet est
cylindrique d’une couleur blanche se terminant par une anthére jaune en forme triangulaire.

- Organe femelle: Se compose d’un unique ovaire fusiforme portant style longue cylindrique
se termine par un stigmate sphérique. L’ovaire est entouré d’un disque ambrosiaque et se

compose d'un pistil unique dans une position inclinée sur l'axe de la fleur (Yahia, 1989).

Figure 05: Différents organes d’Hyoscyamus albus L. (Anonyme, 2016).

1.4.3. Parties toxiques

Toute la plante est toxique surtout les graines.

1.4.4. Principes toxiques

Plusieurs alcaloides tropaniques: Hyoscyamine, Scopolamine et Atropine.
1.4.5. Circonstances de I'intoxication

L'intoxication reste rare, peut-étre a cause de I'odeur désagréable dégagee par la plante,
de plus la faible teneur en alcaloides limite la gravité des accidents liés a la consommation de
la plante. La consommation de la plantes dans un but additif sous forme de décoction ou
d’ingestion de graines est actuellement le mode d’intoxication le plus fréquent (Berrezoug et
Berradia, 2014).

Page 7



Chapitre I Etude Botanique

1.4.6. Effets toxiques

- Les alcaloides de la jusquiame blanche, atropine, hyoscyamine et scopolamine, sonttous
trois des parasympatholytiques, c'est a dire qu'ils vont avoir une action antagoniste sur le
systéme nerveux parasympathique.

- L'atropine exerce un effet inhibiteur sur les récepteurs muscariniques périphériques en
exercant un antagonisme compétitif sur la fixation d'acétylcholine sur ces récepteurs
(Roddick, 1991).

- Les effets de la scopolamine, bien que moins marqués, sont comparables a ceux de I'atropine
a une exception pres: l'action sur le systeme nerveux central. En effet la scopolamine a une
action sédative, hypnotique et amnésiante, voire incapacitante a forte dose (Hostettmann,
1997 ; Berrezoug et Berradia, 2014).

1.4.7. Traitement

- L’hospitalisation est nécessaire en cas de symptomes importants, au-dela de 2 baies chez
I'enfant et de 10 baies chez I'adulte.

- Le lavage gastrique ainsi que I'administration de charbon activé sont a discuter au cas par
cas.

-Traitement symptomatique de I'agitation (sédatifs) et des convulsions.

- Les produits ayant une activité anticholinergique (neuroleptiques) doivent étre évités.

- Surveillance neurologique et cardiaque (Berrezoug et Berradia, 2014).
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Chapitre 11 Les alcaloides

11.1. Métabolite secondaire

La plante est le si¢ge d’une intense activité metabolique aboutissant a la synthese des
principaux actifs les plus divers. Ce processus métabolique est lié aux conditions de vie de la
plante, la plante doit faire face a de multiples agressions de 1’environnement dans lequel
vivent les prédateurs, les microorganismes pathogénes, etc....On congoit donc que la plante
puisse développer un métabolisme particulier qui lui permet de synthétiser les substances les
plus diverses pour se defender les métabolites secondaires (Kansole, 2009).

Les métabolites secondaires sont biosynthétisés a partir de métabolites primaires et
jouent un réle majeur dans les interactions de la plante avec son environnement, contribuant

ainsi a la survie de I'organisme dans son écosystéme (Peeking et al., 1987).
11.2. Différentes classes des métabolites secondaires

Les métabolites secondaires sont des produits en tres faible quantité, il existe plus de
200 000 métabolites secondaires classés selon leur appartenance chimique en I’occurrence, les
alcaloides, les terpénes, les composés acétyléniques, les cires, et les composés Phénoliques
(Cuendet, 1999; Vermerris, 2006). lls présentent une énorme valeur économique (en

particulier pour I'industrie pharmaceutique et la cosmétique) (Peeking et al., 1987).
11.3. Alcaloides:
11.3.1. Généralité

Les alcaloides sont des molécules tres intéressantes au point de vue biologique car
certaines sont des principes actif de plusieurs extraits de plantes anciennement utilisés comme
médicaments, comme poisons ou encore comme psychotropes. Le terme alcaloide,
d’alkalilike, a été proposé par le pharmacien W. Meissner en 1819, en raison du caractere
alcalin plus ou moins prononcé des membres de cette famille de composés. Le terme alcaloide
comprend maintenant toutes les molécules naturelles alcalines extraites de plantes dont la
structure contient au moins un atome d'azote. Mis a part ce trait caractéristique des alcaloides,
leurs structures sont trés variées, de tres simple (ex. : nicotine) a plutét complexes (ex. :
réserpine, strychnine). La plupart sont cycliques (bi-, tri-, tétracyclique, etc.) et peuvent
comporter, en plus de la fonction amine commune, d'autres groupements fonctionnels. Par
ailleurs, un trait quasi caractéristique des alcaloides est la présence d'activités biologiques au

niveau du systeme nerveux. Certains alcaloides sont trés connus comme la morphine (opium),
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la nicotine (tabac) et d'autres moins connus comme la réserpine (rauwlfia) et la strychnine

(strychnos nuxvomica) (Shamma, 1977).
11.3.2. Définition

Le terme d’alcaloide a été introduit par W. Meisner au début du XIXeéme. La
définition admise des alcaloides est celle donnée par Winterstein et Trier en 1910.

Un alcaloide est un composé organique naturel (le plus souvent d’origine végétale),
hétérocyclique avec 1’azote comme hétéroatome, de structure moléculaire complexe plus ou
moins basique et doué de propriétés physiologiques prononcées méme a faible dose
(Bruneton, 1999 ; Zenk et Juenger, 2007).

11.3.3. Localisation et répartition

Les alcaloides dans leur grande majorité sont issus des plantes supérieures, mais leur
répartition dans les familles botaniques est tres irréguliere (Bhat et al., 2005).

En effet, certaines familles en contiennent beaucoup plus que d’autres, c’est le cas des
rutacées, des solanacées, des fabacées et des apocynacées (plantes dicotylédones). Parmi les
monocotylédones, on les trouve principalement chez les liliacées et les amaryllidacées
(Abderrazak et Joel, 2007).

Les organes de plantes élaborant les alcaloides sont variables. Les sites privilégiés de
production de telles molécules sont les tissus en phase de croissance, les cellules
épidermiques ou sous-épidermiques des feuilles, les téguments des graines et la partie

corticale des racines (Bhat et al., 2005).
> Les principales plantes riches en alcaloides (Tableau I11).

Tableau I11: Principales plantes riches en alcaloides (Merghem, 2009).

Renonculacées Oconitine, Aconine de 1’Aconitumnupellus.

Papaveracées Alcaloides de I’opium de Papaver somniferum

Légumineuses Esérine, Feve de calabar (Physostigma venenosum)
Solanacées Atropine, Hyoscyamine de L’atropa, Datura et Hyoscyamus

Nicotine de Nicotinatabacum, Solamine de la pomme de
terre Solanum tuberosum L.

Rubiacées Quinine, Quinidine, Quinguenas.
Cafeine des graines de Coffea.
Piperacées Pipérine dupoivrier (Pipernigrum)
Erythroxylacées Cocaine, Isococaine, Hygrinetruxilline (feuille de Coca)
Erythroxyllum.
Cactaceées Hordénine de Hordeum valgare.
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11.3.4. Propriétés physico-chimiques

IIs se caractérisent par certaines propriétés physico-chimiques dont les principales sont:

- Les alcaloides ont des masses moléculaires variant de 100 a 900. Si la plupart des
bases non oxygénées sont liquides a température ordinaire (nicotine, spartéine, coniine).

- Le plus souvent des solides cristallisables.

- Rarement colorés (berbérine).

- Presque toujours capables de dévier la lumiere polarisée.

- Sont des composés a caractere basique; ils donnent des sels avec les acides minéraux
(Chlorhydrates, sulfates, nitrates, ...) ou organiques (tartrates, sulfamates, maléates,...).

- La solubilité des alcaloides dans les différents solvants varie en fonction du pH. Sous
forme de bases ils sont solubles dans les solvants organiques non polaires (benzéne, éther,
¢éthylique, chloroforme, chlorure de méthyleéne,....), soluble dans les alcools et insoluble ou
trés peu soluble dans 1’eau. Au contraire, les sels d’alcaloides sont insolubles dans les solvants
organiques apolaires et solubles dans les solvants organiques polaires et dans 1’eau.

- La basicité des alcaloides est tres variable, elle est en fonction de la disponibilité du
doublet libre de I’azote. Cet état est un facteur d’instabilité pour ses molécules qui, a 1’état de
base et en solution, sont sensibles a la chaleur, a la lumiére et a I’oxygene.

- Les alcaloides précipitent avec certains réactifs spécifiques (réactifs des alcaloides)
en milieu aqueux Iégérement acide (Bruneton, 2009 ; Paris 1971).

11.3.5. Classification des alcaloides

Les alcaloides ont des masses moléculaires variant (Tableau 1V), ils sont au nombre de
1000 composés dont le premier a avoir été découvert, en 1803 par Derosne, est la narcotine de
I’opium. Du point de vue chimique, ils sont classés selon la nature du noyau hétérocyclique

présent dans la molécule (Woolley, 2001).
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Tableau IV: Classification des alcaloides (Bruneton, 1999 ; Tadeusz, 2007).

%

Groupe Noyau caracteristique Exemples
d'alcaloides
groupe des @ O Nicotine, Coniine, Pipérine,
Pipéridines et X, N Lobéline, Actinidine.
- 1
Pyrid ines Frmdine pipgidmc
groupe des g 2 Atropine, Hyoscyamine,
Tropanes 3 Scopolamine
’ 5 4
groupe des Quinine, Quinidine, Strychnine,
~
Quinoléines
-
groupe des Papaverine, Narcéine,
Isoquinolines = Ecteinascidine ,Cularine, Licorine.
~N
groupe des Strycknine, Gramine, Ergotamine.
Indoles @\ﬂ
groupe des Morphine, Codéine.
Phenanthrene Q‘ N\
groupe des NZ N\ Caféine, Théobromine,
Purines K ’ > Théophylline.
N N
H
groupe des O Colchicine.
OH
Tropolone @
groupe des Solanine, Solasodine.
Steroidols
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11.3.6. Alcaloides tropaniques:

Les alcaloides tropaniques sont des métabolites secondaires biosynthétisés chez les
plantes de la famille des Solanaceae (genres Atropa, Hyoscyamus, Datura, Scopolia,
Duboisia). On les rencontre aussi chez les familles Erythroxylaceae (Erythroxylum coca),
Convolvulaceae, Proteaceae et Rhizophoraceae. Parmi les tropanes, les substances les plus
connues sont la hyoscyamine, 1’atropine, et la scopolamine. La vraie connaissance
scientifique des alcaloides tropaniques a commencé au XIXeme siécle lorsque la plante
Atropa belladonna a été analysée du point de vue photochimique par Vauquelin. Ces travaux
ont permis, en 1809, d’isoler pour la premiére fois un alcaloide tropanique, 1’atropine.
Ultérieurement 1’atropine a été identifiée chez Datura stramonium et en 1833 Geiger a isolé
I’hyoscyamine a partir de la graine d’Hyoscyamus niger. A I'heure actuelle, plus de 200

structures d’alcaloides tropaniques ont été identifiées (Cordell, 1993 ; Eich, 2008).
11.3.6.1. Atropine

L’atropine est 1’ester du tropanol et 1’acide tropique. La fonction ester comportant un
carbone asymétrique, I’atropine est un racémique. C’est une poudre blanche peu soluble dans
I’eau, a caractére basique, dont les sels sont hydrosolubles. Son point de fusion est de 114-
116C° (Alexander et al., 2008 ; Jacques, 2006).

L’atropine est un composé dont la formule moléculaire est de C17H23NOg3 (fig. 06), sa

masse molaire est de 289,37 (Tanczos et al., 2004 ; Steenkamp et al., 2004).

CH3~

OH

0

Atropine

Figure 06: Structure chimique de la molécule d’atropine (Bruneton, 2009).
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11.3.6.2. Hyoscyamine

L'hyoscyamine est I'ester de I'acide tropique gauche et du tropanol. C'est I'isomere
Iévogyre de l'atropine. L’hyoscyamine est trés facilement racémisé: un simple reflux dans le
chloroforme suffit ala transformer en atropine (Bruneton, 1999 ; Djilani et Legseir, 2004). La
hyoscyamine et Iatropine ont la méme formule chimique et la méme activité
pharmacologique (fig.07), mais la premiere est plus active que la deuxieme, et c'est cette
derniére qui est utilisée en médecine, car elle est stable et moins sensible aux enzymes
hydrolytiques (Grzegorz et al., 2008).

CH3N
N
( OH
0. ;
0
Hyoscyamine

Figure 07: Structure chimique de la molécule d’hyoscyamine (Bruneton, 2009).
11.3.6.3. Scopolamine

La scopolamine (également connu sous le nhom de hyoscine= scopinetropate) est
I’ester du scopanol et I’acide tropique, de formule brute C17H;104 (fig.08). Sa masse molaire
est de 303.36. Son point de fusion est de 59C°. C'est une poudre blanche, basique, dont les
sels sont hydrosolubles (Steenkamp et al., 2004). La scopolamine est optiqguement active, elle
est 1évogyre, c'est-a-dire qu'elle fait tourner le plan d'une lumiére polarisée vers la gauche
(Alexander et al., 2008; Jacques, 2006 ).

CHs N

D=

Trre- \

5 |

Scopolamine

Figure 08: Structure chimique de la molécule de scopolamine (Bruneton, 2009).
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11.3.7. ROle des alcaloides

Les alcaloides sont doués de nombreuses propriétés biologiques et médicamenteuses:

» Pourraient étre des produits d’excrétion du métabolisme azoté chez les plantes et jouer un
rle de protection de ces végétaux vis-a-vis des prédateurs et des herbivores (Merghem,
2009).

» Trouvent plusieurs applications pharmaceutiques chez 1’homme (McCalley, 2002;
Silvestrini et al., 1996 ; Stockigt et al., 2002). En tant que:

- Antitumoraux: vincristine, taxol, camptothecine.

- Antalgiques: morphine, codeine.

- Spasmolytiques: tubocurarine et papaverine.

- Vasodilatateurs: vincamine et ajmalicine.

- Emétiques: émétine.

- Antitussifs: codeine.

- Antiarythmiques: quinidine et ajmaline.

- Antipaludiques: quinine.

- lls sont également des agents de traitement de la maladie d’ Alzheimer: galanthamine.
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I11.1. Phytohormones:

Les éléments nutritifs tels que les sucres et les composés azotés jouent un réle limitant
sur la croissance d’une plante, mais les quantités en jeu sont imposantes. Les phytohormones
régissent aussi la croissance, la différenciation et le développement de la plante, mais a des

dosages infinitésimaux (Gaspar et al., 1996).
111.1.1. Définition

Les phytohormones ou régulateurs de croissance sont des composes organiques actives
synthétisés dans une partie de la plante, puis transportés vers une autre partie ou elles agissent
a de trés faible concentration de 1uM sur les mécanismes physiologiques notamment la
différenciation ou 1’élongation racinaires (Silini, 2013; Bouatrous et Yakhlef, 2013). Il existe
cinqg principales classes d’hormones chez les végétaux :

» L’auxine
La cytokinine
L’acide gibbérelline

L’acide abscissique

YV V V V

L’éthyléne (Ashrafuzzaman et al., 2009).
111.1.2. Classification des phytohormones:

Selon I’activité physiologie Les phytohormones sont habituellement réparties en deux

groupes:
111.1.2.1. Les Phytohormones activatrices de la croissance:
111.1.2.1.1. Auxine:

L’auxine est le premier régulateur de croissance découvert chez les végétaux. Les
observations initiales sur cette substance datent de 1919-1925. Elles ont été effectuées dans
des laboratoires d’Utrecht en Hollande essentiellement par Went et son équipe. C’est sur la
coléoptile d’avoine qu’ils mirent en évidence son action. Puisqu’elle facilitait I’élongation
cellulaire donc I’auxeése (Laberche, 2007). Elle est synthétisée principalement dans I'apex de
la tige mais aussi dans les embryons, les méristemes, les bourgeons et les jeunes feuilles. Elle
est transportée dans les cellules du phloéme dans le sens basipétal de I'apex vers la base de la
plante (Stepanova et al., 2011).C’est le seule hormone qui subit un transport actif et polarisé

de cellule a cellule. Ce n’est pas un transport vasculaire, par la séve brute ou élaborée. Cette
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polarisation est trés importante dans le fonctionnement intégrée de la plante. Ce transport actif
de I’énergie (ATP) fournie par la photosynthése ou la respiration (Robert et al., 2009).Chez
les végeétaux supérieurs, l'auxine majoritaire est lI'acide indole-3-acétique (AlA), mais d'autres
molécules naturelles présentent aussi une activité auxinique est 1’acide 2,4-

dichlophénoxyacétique (Perrot, 2015).
a. L’acide indole-3-acétique (AlA)

L’ATA (acide indole-3-acétique), a été la premiére hormone identifiée chez les plantes
(Gaspar et al.,1996).Est la principale auxine naturelle synthése possible par des voies
dépendant ou on du tryptophane, est synthétisé principalement dans les primordiums foliaires
et les jeunes feuilles, ainsi que dans les graines. L’ AIA est transporté par voie polaire et non

polaire (Bouharmont, 2008). Sa structure chimique est C;0HsCNO; (fig.09).

(Hym=COOH

(L

Figure 09: Structure chimique d’acide indole-acétique AIA (Claire K, 2011).
b. L’acide 2,4-dichlophénoxyacétique (2,4-D)

Est une auxine de synthése largement utilisé comme herbicide (Bouharmont, 2008).
L’auxine synthétique la plus efficace est probablement le 2.4-D (Udvardyetal., 1976; Collins
et al., 1978). Est tres actif dans 1’induction de I’embryogenése somatique induit la formation
de ’embryon sur une cal sans passe par un zygote (Laberche, 2007). Sa formule brute est
CgHgCl,03 (fig.10).
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CL

CL

Figure 10: Structure chimique de I’acide 2,4-D (Claire K, 2011).

¢ Principes roles de ’auxine:

e L’auxine joue un réle dans la différenciation du tissu conducteur

Le gradient d’auxine induit par son transport basipete influence la différenciation du
tissu conducteur de la tige au cours de son élongation .lorsqu’une tige de concombre ou d’une
autre dicotylée herbacée est blessée, avec section et élimination d’une partie des faisceaux
conducteurs, de nouveaux tissus conducteurs vont se former a partir de cellules de la moelle
et relier les faisceaux sectionnée (Bouharmont, 2008).

e L’auxine joue un réle dans ’induction et la disposition des feuilles

Les travaux récents ont montré que I’inhibition du transport polaire de I’auxine bloque
la production des feuilles au niveau de méristeme apical végétatif, donnant des tiges nues en
forme d’épingle possédant un méristéme intact a leur sommet. Une micro application d’AIA
sur ces meristemes rétablit la formation des feuilles. L’application externe (exogene) d’AIA

induit la formation de fleur sur les sommets d’inflorescences (Bouharmont, 2008).
e L’auxine favorise la production des racines latérales et adventives

L’auxine stimule les divisions dans les cellules du péricycle. Une expérience a montré
qu’un gradient de concentration basipéte d’AIA parait controler I’initiation des primordiaux
racinaires latéraux dans les jeunes plantules d’Arabiodopsis, mais un transport d’AIA & partir
des feuilles en développement est nécessaire a la poursuite du développement et a

I’émergence des racines (Bouharmont, 2008).
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e L’auxine favorise le développement des fruits

L’auxine intervient dans le développement du fruit. Normalement, le fruit ne se
développe pas si la fleur pas pollinisée et si la fécondation n’est pas réalisée. Le traitement des
picces florales femelles (carpelles) de certaines especes par I’auxine permet d’obtenir un fruit

parthénocarpique qui se développe en 1’absence de fécondation (Bouharmont, 2008).
e On utilise I’auxine de synthése pour élimination des mauvaises herbes

On utilise a grande échelle des auxines de synthése comme [’acide 2,4-
dichlophénoxyaceétique (2,4-D) pour contrdle des mauvaises herbes sur les terres cultivées.
D’un point de vue économique. Le 2,4-D n’est pas dégradé dans les plantes aussi rapidement
que les auxines naturelles et les concentrations artificiellement élevées de substances

auxiniques qui en résultent contribuent certainement a la létalité (Bouharmont, 2008).
111.1.2.1.2. Cytokinine

Les cytokinines (CK) sont des régulateurs de croissance découverts par Skoog en 1956
en travaillant sur le lait de la noix de coco immature, puis sur des produits de dégradation de:
I’ADN (Laberche, 2007). Sont des dérivés substitués en N°d’une base purique; 1’adénine;
elles sont caractérisées par leur capacité a stimuler les divisions cellulaires, la kinétine (N°-
fufurylamino purine) est la premiére cytokinine découverte. La kinétine n’est pas une
substance naturelle, mais elle a d’abord été synthétisée a partir d’ADN de sperme de hareng.
La cytokinine naturelle la plus répandue chez les plantes supérieures est la zéatine (fig.11)
(Rambour, 2003). Elles sont synthétisées au niveau des racines, des graines, des fruits et des
feuilles, puis transportées d'une fagon acropétale par le xyleme vers les autres organes de la
plante (Moubayidin et al., 2009).
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Figure 11: Structure chimique de la: kinétine (a), Zéatine (b).
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% Principes rdles de cytokinine:

Les cytokinines exercent plusieurs effets biologiques. Nous décrirons quelques-uns de

ces effets:

> Les cytokinines jouent un réle dans la croissance des méristemes apicaux de la tige
(Durbak et al., 2012).

> Les cytokinines influencent la croissance des plantes de différentes fagons. Elles
controlent la division et la différenciation cellulaire, s’opposent a la dominance apicale et
retardent le vieillissement des feuilles (Nabors, 2008).

» Les cytokinines jouent un role important dans I’initiation des bourgeons et des tiges
(Werner et al.,2002).

> Les cytokinines activent également la chlorophylle, le pigment vert indispensable a la
Photosynthese (phénoméne qui permet a la plante de transformer la lumiere en
énergie)(Pierrick, 2014).

> Les cytokinines sont impliquées dans la perméabilité membranaire. En ce qui concerne le
phénomeéne de la sénescence (Dennis et al., 1967).

111.1.2.1.3. Gibbérelline

Les gibbérillines (GA) sont des régulateurs de croissance découvertes par Yabuta et
Hayashi en 1939. IIs les ont extraites d’un riz parasité par un champignon ascomycéte
Gibberella fujikoroiqui présentait un allongement des tiges important est anormal. Les
gibbérillines (car elles sont prés d’une centaine, toutes naturelles) sont des dérivés terpénique.
Elles possédent toutes une structure de base: le noyau gibbérellane (ou gibbane) constitué
d’un cycle a cing carbones entouré par deux cycles a six carbones et présentant un voire deux
pont, entre différents sommets carbonés. Parmi cette famille trés riche de régulateurs, le
composé le plus commun est acide gibbérellique ou AG; (fig.12).Elles sont synthétisées dans
tous les sites de multiplication cellulaire intense comme les apex des tiges et des racines ainsi
que dans les jeunes feuilles et I’embryons. A partir de ces lieux de production, les AG sont

distribuées dans toute la plante (Laberche, 2007).
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Figure 12: Structure chimique de GAs (Claire K, 2011).
% Principes réles de gibbérelline:
e Les gibbérellines contrdlent de I’allongement des tiges (chez les plantes naines)

Les gibbérellines provoquent presque exclusivement 1’allongement de plantes entieres,
plutdét que de tissus excisés. Cela est particulierement évident dans le contrble de la
longueur des entre-nceuds de plantes qui présentent un nanisme génétique. Chez les mais
qui possédent des entre-nceuds plus courte recouvrent un phénotype normal aprés un

traitement par de 1’AGs (Rambour, 2003).

e Les gibbérellines jouent un role dans la levée de dormance des graines et dans leur

germination

Les graines de beaucoup de plantes doivent passer par une période de dormance avant
de pouvoir germer. Dans certains cas, il n’est pas possible de lever la dormance sans une
exposition le froid ou lumiére. Chez beaucoup d’espéces, Les gibbérellines peuvent supplées
le froid ou la lumiere nécessaire a la levée de dormance et déclencher la croissance de

I’embryon et I’émergence de la plantule (Bouharmont, 2007).

e Les gibbérellines stimulent la floraison

Les plantes naines fleurissent moins vite que les plantes normales. Les retardateurs de
croissance peuvent aussi retarder le programme de floraison. On accélére la floraison en
ajoutant des GA. Chez les plantes ligneuses (coniferes), on a une apparition de fleurs sur
les parties vegétatives. Les signaux activateurs de floraison sont externes et interne a la

plante. Ces signaux internes sont par exemple 1’augmentation des GA (Rambour, 2003).
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I11.1.2.2. Les hormones d’adaptation aux contraintes:
111.1.2.2.1. Acide abscissique (ABA)

L’ABA est une hormone végétale qui est connue Chez les végétaux, on peut trouver
I’ABA sous forme libre ou conjuguée, majoritairement sous forme d’ABA glucosyl-ester
(ABA-GE). 11 est actuellement connu qu’ABA est principalement synthétisé dans les feuilles
puis peut étre chargé dans le phloéme et transporté vers les racines. Dans ces dernieres, une
partie peut étre stockée dans les tissus et I’autre partie est remise en circulation dans les
vaisseaux du xyléme. chez le cacaoyer, espéce a croissance rythmique, il a également été
montré que les jeunes feuilles constituaient la principale source d’ABA, transporté a travers la
tige vers I’apex (Park et al., 2009) (fig.13).

W\

OH
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Figure 13: Structure chimique d’acide abscissique (Claire K, 2011).

0,

¢ Principes roles d’acide abscissique

L’ABA régule plusieurs aspects du développement de la plante comme la germination
des graines, la dormance ainsi que la tolérance a la dessiccation des graines, mais il joue aussi
un réle majeur dans la réponse aux stresse biotique et abiotique (Chinnusamy et al., 2004;
Christmann et al., 2006; wasilewska et al., 2008), ainsi il régule 1I’expression de nombreux
genes impliques dans la résistance au froids, au choc osmotique ou encore a la déshydratation
(xiong et al.,2001). Des plante soumises a des conditions de sécheresse et de stresse
osmotique produire de ABA comme signale endogéne de réponse adaptative au stress (Zhu,
2002), ainsi il induit la fermeture des stomates; induction du transport des produits de la
photosynthése des feuilles vers les graines en développement; induction de la synthése des
protéines de réserve dans les graines; embryogenése; peut affecter 1’induction et le maintien

de la dormance dans les graines et les bourgeons de certaines especes (Bouharmont, 2008).
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111.1.2.2.2. Ethyléne

L’éthyléne (H2C=CH2) est synthétis¢ a partir de la méthionine. C’est le seul
hydrocarbure ayant un effet aussi prononcé sur les plantes. L’éthyléne est un gaz volatil qui se
propage par diffusion. L’auxine et les cytokinines sont des protagonistes importants pour la
production de 1’éthyléne et ils agiraient avec une certaine synergie. Les niveaux d’éthyléne et
d’auxine sont habituellement auto-ajustés pour obtenir un équilibre. L’éthyléne se trouve
largement distribué dans les plantes et sa quantité varie grandement dans le temps et I’espace.
Dans la majorité des plantes, I’éthyléne a un effet répresseur sur la croissance des cellules.
Cette inhibition de la croissance découlerait d’une altération de 1’orientation des microtubules
et des microfibrilles des cellules résultant ainsi en une réduction de I’élongation. Ceci n’a été

observé qu’avec une forte concentration d’éthyléne (Gaspar et al., 1996) (fig. 14).

Figure 14: Structure chimique d’éthyléne (Anonyme, 2016).

0,

% Principes roles d’éthylene:
e L’éthyléne peut inhiber ou favoriser I’élongation cellulaire

Chez la plupart des espéces végétale, 1’éthylene a un effet inhibiteur sur
I’accroissement des cellules. La triple réponse des plantules de pois en est un exemple
classique. Le traitement par éthyléne de plantules de pois cultivées a 1’obscurité (étiolées)
aboutit a une réduction de la croissance en longueur, a un accroissement en largeur plus
important des épicotyles et des racines, a 1’orientation horizontale des épicotyles. L’éthylene
induit d’autre part une croissance rapide de la tige chez certaines plantes semi-aquatigques.

(Bouharmont, 2008).
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e L’éthyléne joue un role dans la maturation des fruits

Le principal réle connu de 1’éthyléne est le mlrissement des fruits. L’importance de
I’¢thyléne est mise a profit dans les manipulations apres récolte des fruits et Iégumes. Prenons
le cas des tomates qui sont cueillies vertes et qui sont conservées en atmosphére contrdlé sans
éthyléne jusqu’a la mise en marché. A ce moment, il suffit de mettre les tomates en contact
avec de I’éthyléne pour qu’elles rougissent. Cette méthode est utilisée avec plusieurs autres
fruits (Raven et al., 1999). On croit que 1’augmentation de la production d’éthyléne dans les
fruits dit climatériques serait a I’origine du changement de couleur, de la texture, de I’ardbme

et de la saveur (Jiang et al., 2000).
e L’éthyléne favorise I’abscission, tandis que I’auxine I’empéche

L’éthyléne favorise ’abscission, ou chute feuilles, des fleurs et des fruits, chez différentes
espéces Vvégétales dans les feuilles, il déclenche sans doute I’activité des enzymes
responsables de la dissolution des parois cellulaires liée a 1’abscission. On utilise
industriellement 1’é¢thyléne pour accélérer la chute des cerises, des mires, des raisins et
permettre ainsi leur récolte mécanique. Dans de nombreux systémes, 1’abscission est controlée
par une interaction entre éthyléne et I’auxine. Alors que 1’éthyléne la déclenche, 1’auxine
réduit appartement la sensibilité des cellules de la zone d’abscission a 1’éthyléne et empéche
ainsi la chute des organes. Cette propriété de 1’auxine a également trouvé des applications
pratiques. Le traitement par I’auxine empéche par exemple la chute des fruits des agrumes
avant le moment de la récolte. Dans certains cas, les concentrations élevées en auxine
stimulent en fait I’abscission, mais on pense que cet effet est du a une stimulation de la

production d’éthyléne par I’auxine (Bouharmont, 2008).
e L’éthyléne est une hormone de réponses au stress

Lors d’un stress environnemental, une plante qui synthétise habituellement peu ou pas
d’éthyléne en produira jusqu’a dix fois plus que les concentrations dites normales (Kozlowski
et Pallardy, 1997). Les pointes de production d’éthyléne ont été mesurées suite a des
blessures, du gel, de la sécheresse, de la pollution atmosphérique et des attaques par des
microorganismes. La concentration en éthyléne est méme considérée comme un bon facteur
pour indiquer le début et le degré de stress d’une plante (Chen et Patterson, 1985). Cet outil de
diagnostic a tout de méme des limites car méme des plants non stresses vont produire de
I’éthyléne (Kozlowski et Pallardy, 1997).

Page 24



Chapitre 111 Les phytohormones

111.2. Influence des phytohormones sur I’accumulation des alcaloides chez Hyoscyamus
albus L.

Il existe une relation étroite entre 1’auxine et le cytokinine ou 1’auxine active les génes
impliqués dans la production des protéines, tandis que le cytokinine stimule la division
cellulaire et augmente la production de ’ADN et ’ARN. Il agit aussi sur la production
d'enzymes telles que I’enzyme PMT (N- Methyle Transférase putrescine), ce dernier est
responsable de la production d'alcaloides atropaniques dans I’Hyoscyamus albus L. (Elizabet
et Sarah, 2009) et I’enzyme nitrate réductase H6H (Hyoscyamine 6B- hydroxylase) qui
convertit I'nyoscyamine a scopolamine.

Selon Sauerwein et Shinomura (1992), il existe une relation entre les phytohormones
externes ajoutées au milieu de culture in vitro de I’Hyoscyamus albus L. et la néoformation de
cal en présence de I’auxine avec cytokinine. Chaque hormone compléte le role de l'autre,
I’auxine active I'élongation cellulaire et la croissance par contre la cytokinine assure la
croissance transversale d’Hyoscumus albus L., en plus de leur réle actif dans I'accumulation
de métabolisme secondaire (Oxenberg, 1995).

Selon Grewal (1979), I’addition de la Kinétin et AIA par une concentration de 107
M/1 en milieu de culture in vitro d’H. muticus stimule la production des alcaloides a partir de
la quatrieme semaine. Selon El-Bahr (1997), la plus forte production d'alcaloides dans la
culture de cal d’H. muticus est induite par utilisation de 1mg/l de 2,4-D et la kinitine. Autres
part:Trease et Evan (1996) ont remarqué un plus grand rapport d’accumulation alcaloidique
chez Hyoscyamus albus L. lorsqu'il est traité par la kinétine.

L’interaction des phytohormones, montre que la pulvérisation des plantes médicinales
par la kinétine avec auxine ou gibbérelline conduit a la croissance végétative et la cytokénine
avec 2,4-D augmente la proportion des substances actives (Shahat, 2000).

L’auxine et cytokénine accumulent 1’éthyléne ou stimulent leur biosynthése, le rapport
d’auxine augmente le taux d’éthyléne environ 8 a 10 fois lorsqu'il est ajouté et pulvérisé sur
les feuilles. Ce dernier stimule 1’accumulions des alcaloides (Carey et al., 1995; Kim et al.,
2002).
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Chapitre IV L’activité antibactérienne

IV.1. Activité biologique

L'homme vit dans un environnement peuplé d'un grand nombre de microorganismes
qui sont présents dans l'air, dans le sol, dans les eaux douces, dans les eaux marines, a la
surface de la peau et les muqueuses ainsi qu'au niveau du tube digestif, de l'arbre respiratoire
et de I'appareil urinaire. Ces microorganismes sont constitués par les bactéries, les virus, les
champignons et les parasites. IlIs sont soit des hotes naturels de I'nomme et donc saprophytes
(flore digestive par exemple), soit ils déterminent une infection et donc pathogenes.

Le monde bactérien est tres vaste et les bactéries peuplent notre environnement. Elles
assurent a la surface du globe, sur le sol et dans les eaux d'innombrables fonctions; elles
exercent des actions benéfiques (ex: bactéries fertilisantes du sol), mais d'autres peuvent
provoquer des infections chez les plantes, les animaux et également chez I'nomme (Khiati,
1998).

1V.2. Activité antibactérienne:
IV.2.1. Généralités sur les bactéries

Les bactéries sont des micro-organismes unicellulaires classés parmi les procaryotes,
car ils ne possédent pas de membrane nucléaire. Ce caractére les distingue des autres
organismes unicellulaires classés parmi les eucaryotes (champignons, algues, protozoaires).
Elles sont divisées en bactéries proprement dites (Bacteria) et bactéries primitives (Archaea).
Toutes les bactéries rencontrées en pathologie appartiennent aux Bacteria.

Les bactéries ont généralement un diameétre inférieur a lpm. On peut les voir au
microscope optique, a 1’état frais ou apres coloration. Leur forme peut étre sphérique (cocci),
en batonnet (bacilles), incurvée (vibrions) ou spiralée (spirochetes). Les détails de leur

structure ne sont visibles qu’en microscopie électronique (Nauciel et Vildé, 2005).
IV.2.2. Structure fine des bactéries

La structure des bactéries est rudimentaire. Elles sont limitées par une paroi rigide qui
détermine leur forme (fig.15). La structure et la composition chimique de la paroi définissent
deux types: chez les bactéries Gram positif, la paroi est riche en sucre aminés et en protéines
et comprend seulement une couche épaisse alors que chez les Gram négatif, elle est plus
complexe et contient en outre des lipides. Le cytoplasme est limité par une membrane

cytoplasmique qui joue le role fonctionnel des mitochondries. Il contient des ribosomes, des
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inclusions (volutines, glycogene...) et l'appareil nucléaire réduit & un seul chromosome

circulaire. La cellule bactérienne est de petite taille de I'ordre du micron (Salifou, 2007).

capsule

membrane cellulaire

chromosome (ADN)

Figure 15: Structure de la cellule bactérienne (Anonyme, 2016).
1V.2.3. Principales substances antibactériennes:
1V.2.3.1. Les antibiotiques

Agents antibactériens synthétiques et/ou semi-synthétiques. Le mot antibiotique fut
créé en 1889 par Paul Vuillemin. Un antibiotique est un dérivé produit par le métabolisme de
micro-organismes possédant une activité antibactérienne a faible concentration et n’ayant pas
de toxicité pour 1’hote. Cette notion a été étendue aux molécules obtenues par hémisynthése

(Bryskier, 1999).
1V.2.3.2. Les extraits des plantes

L’utilisation des antibiotiques conduit dans la trés grande majorit¢ des cas a la
sélection de populations microbiennes résistantes. Cette résistance est due a des mutations
chromosomiques ou a I’acquisition de génes de résistance portés par des éléments génétiques
mobiles (plasmides, phages, transposons, intégrons). Ces résistances ont conduits a chercher
de nouveau agents antimicrobiens possedant une efficacité plus importante que les drogues
synthétiques d’une part et bien accepté par 1’organisme d’autre part(sans exercer des effets

déléteres sur la santé humaine) (Garcia-Ruiz et al.,2008; Kempf et Zeitouni, 2009).
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Beaucoup de groupes de recherches ont étudié 1’activité antimicrobienne des extraits
des plantes médicinales telles que fennel (Foeniculum vulgare), peppermint (Menthapiperita),
thyme (Thymus vulgaris), ils ont trouvé que ces extraits sont actifs non seulement contre les
bactéries mai aussi contre les champignons, les levures et les virus (Jirgen et al., 2009).

D’autres groupes de chercheurs ont franchi une étape plus loin, ils ont isolé et identifié
les métabolites responsables de 1’activité antimicrobienne des extraits de plantes, cette étape
constitue une plateforme pour plusieurs implications incluant I’industries pharmaceutique, la

médecine alternative, et la thérapie naturelle (Huang et al., 2008).
IV.2.4. Données générales sur les bactéries testées:
a. Klebsiella pneumoniae

Les bactéries appartenant a ’espéce Klebsiella pneumoniae sont des bacilles a Gram
négatif, immobiles, non sporulés, anaérobies facultatifs et appartiennent a la famille des
Enterobacteriaceae (El Fertas-Aissani et al, 2012 ; Srinivasan et al, 2012).

Elle se trouve dans les matiéres fécales de I’homme et de 1’animal, elle provoque les
bronchites, bronchopneumonies, pleurésies, infection urinaire et septicemie.

Elles sont abondantes dans le sol, les eaux et sont des fixateurs de 1’azote

atmosphérique (Nathalie, 2006).

b. Staphylococcus aureus

Les espéces Staphylococcus aureus sont des cocci a Gram positif, de forme sphérique,
avec un diametre de 0.8 a 1 um. Elles sont regroupées en diplocoques ou en petits amas
(grappe de raisin). Ce type de bactéries sont immobiles, a sporulés, habituellement sans
capsule. De nombreuses souches de Staphylococcus aureus produisent un pigment jaune doré
(Patrick et al., 1988).

S. aureus représente 1’agent commun des infections postopératoires de blessures,

endocardite aigue, intoxication alimentaire (Dworkin et Falkow, 2006).
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Deuxiéme partie Matériels et méthodes

11.1. Matériels:
11.1.1. Matériel végetal

Dans notre étude, le matériel végétal utilisé est représenté par des récoltes
complémentaires de la partie aérienne et racinaire d’Hyoscyamus albus L., ont été obtenue
pendant 1’année agricole 2014/2015 au niveau de centre universitaire Abdelhafid Boussouf
Mila.

Nous avons utilisé I’Hyoscyamus albus L., qui a été déja traité par deux hormones
végétales avec des différentes concentrations:

v Adénine 10mg/I.

v Adénine 20mg/I.

v Acide 2,4-Dichloro Phénoxy Acétique (2,4-D) 10mg/I.
v Acide 2,4-Dichloro Phénoxy Acétique (2,4-D) 20mg/I.
v' Témoin.

11.1.2. Matériels de laboratoires

Les matériels de laboratoires utilisés pour 1’extraction des alcaloides ainsi que 1’étude

de I’activité antibactérienne sont reportés dans Annexe 01.
11.1.3. Matériels du test de ’activité antibactérienne:
11.1.3.1. Les souches bactériennes

Les germes qui ont été testés pour déceler ’activité antibactérienne des extraits sont
les suivants:

Deux souches, une souche a Gram-négative (Klebsilla pneumoniae) et une souche a
Gram-positive (Staphylococcus aureus). Ces souches bactériennes ont été obtenues au niveau

du Centre Universitaire Abdelhafid Boussouf Mila.
11.1.3.2. Milieux de culture

La culture des bactéries a nécessité I'utilisation du milieu de culture Mueller Hinton
(MH) (pour I’évaluation de la sensibilité aux agents antibactériens), Bouillon nutritif (pour
I’enrichissement et 1’entretien des souches bactériennes). La composition chimique de ces

milieux de culture se trouve dans Annexe 02.
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11.2. Méthodes experimentales:
11.2.1. Préparation de la poudre végétale

Les échantillons d’Hyoscyamus albus L. sont bien lavés afin d’éliminer la poussiére et
toutes particules, puis séchés a I’air libre et a I’abri de la lumiére, la plante est ensuite réduite
en poudre fine a I’aide d’un mortier. Cette derniére a été conservée qui sert ultérieurement a

I’extraction des alcaloides.
11.2.2. Extraction des alcaloides totaux

Le protocole de I’extraction des alcaloides est inspiré de la méthode proposée par
Balbaa et al. (1981), L’extraction des alcaloides s’effectue sur plusieurs étapes. Elle consiste a
soumettre 5 g de la poudre de la matiére végétale d’Hyoscyamus albus L. a une macération
dans le mélange éthanol / eau (70/30: v/v) dans une ampoule a décanter pendant 24 heures.
Le mélange est ensuite filtré. Cette opération se poursuit par I’ajoute d’éthanol a 70% au
résidu pour extraire tous les alcaloides (Peut étre confirmé par le détecteur passif de Wagner).
Aprés l'extraction complete par I'éthanol, I’extrait alcoolique est évaporé partiellement sous
pression est réduit a la rotavpeur jusqu’au 1/5 du volume original. L’extrait obtenu est acidifié
a I’aide de 5 ml d’une solution acide chlorhydrique (HCI: 1N) en I’agitant pour faire fondre la
substance alcaloide s’y trouvant. Aprés décantation, le matériel utilisé est lave trois fois avec
5 ml d’acide chlorhydrique (HCl: IN) a chaque fois. L’extrait d’acide est lavé par 5 ml de
chloroforme (CHCI3) a deux reprises pour se débarrasser des impuretés et I’extrait
chloroformique est lavé par deux fois avec 5ml d’acide chlorhydrique (HCI: 1IN), puis la
seconde solution est ajoutée a la premiére. La solution obtenue est alcalinisée par une solution
d’hydroxyde de potassium (KOH), et extraite par 10 ml de chloroforme 3 fois successives. La
solution est ensuite vaporisée dans la rotavapeur jusqu’a devenir seéche (alcaloides totaux)
(Fig.16).

Photo 01: Appareille de rota vapeur (Laboratoire de département SNV).
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-Macération 3x24h / éthanol 70%

-Filtration

o

N — e Elimination d’éthanol

Ajouter 3x5 ml HCI (1N)

-Ajouter 2x5 ml de chloroforme

-Décantation

~—

-Addition KOH -Ajouter 3x5 ml HCI (1N)

. -Ajouter 2x5 ml de chloroforme

. -Décantation

~

-Ajouter 3x5 ml de chloroforme |

_—

S~ Eliminée

/Elimination de chloroforme

Figure 16: Protocole général d’extraction des alcaloides totaux.
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11.2.3. Dosage des alcaloides
- Les extraites obtenus sont dissous dans 20 ml d’acide chlorhydrique (HCI: 0,02N).

- La titrassions est déterminée a 1’aide hydroxyde de potassium (KOH: 0,02N) et le
rouge de méthyle comme indicateur, Ce processus est terminé quand la couleur rouge devient
jaune (photo 02).

- Le pourcentage des alcaloides concernant la partie aérienne et racinaire est calculée
a la base d’hyoscyamine qui est majoritaire, selon le critére de la Pharmacopée Egyptienne

(Egyptien Pharmacopée, 1972), en utilisant la formule suivante:
o
’ g N ' g N
V. (d acide T d alcaline 5) x 0,00578
Masse de la poudre de la matiere végétale(g)

les alcaloides% = 100

> Vv:volume.
> N: normalité.

» Q. gramme.

» 0,00578: constante d’hyoscyamine.

‘“ ar
L _LUE L5

| ,»—:.,4.“_-
Dty -

- Avant la titrassions- -Apres la titrassions-

Photo 02: Dispositif de la titrassions (Laboratoire de département SNV).
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11.2.4.Test de I’activité antibactérienne:
11.2.4.1. Principe

Les tests antibactériens ont pour but de rechercher et d’apprécier I’effet des extraits,
obtenus de différents organes de plantes, sur des souches de bactéries connues pour leur
pathogénicite et leur responsabilité d’infections graves.

Ces tests a été réalisés par la méthode de diffusion des disques. L’effet du produit
antimicrobien sur la cible est apprécié par la mesure d’une zone d’inhibition. En fonction du
diametre de cette zone, la souche bactérienne sera qualifiée de sensible, d’intermédiaire ou de

résistante.
11.2.4.2. Préparation des milieux:
v Préparation de milieu MH (Muller-Hinton)

Le milieu de culture approprié a cette étude est le milieu Muller-Hinton (photo 03),
préparé comme suit:

Dissoudre 38 g de la poudre gélose Muller-Hinton (Annexe 02) dans un litre d’eau
distillée. Faire bouillir avec agitation jusqu'a dissolution complete, puis auto-claver pendant

15 minutes a 121°C et finalement couler le milieu dans les boites de Pétri.

Photo 03: Milieu de culture Muller-Hinton (MH).
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v Préparation de milieu BN (Bouillon Nutritif)

Pesez et dessouder 2,89 de la poudre BN (Annexe 02) dans 100ml d'eau distillée, faire
bouillir avec agitation jusqu'a dissolution complete. La solution sera divisée dans des
tubes en verre (tubes a essai), puis auto-claver pendant 20 minutes a 121°C (photo 04).

Photo 04: Etapes de préparation de milieu BN (Laboratoire de département SNV).
11.2.4.3. Incubation des bactéries

Apreés la stérilisation de zone de travail. Les deux souches sont réactivées dans le

milieu BN stérile et incubées dans 1’étuve a 37°C durant de 24 h (photo 05).

Photo 05: Incubation des bactéries dans le milieu BN.
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11.2.4.4. Préparation des disques

Pour la réalisation de DI’antibiogramme, les disques sont faits a partir du papier
Wathman n°4, ce dernier a été découpé en disque blanc de 6 mm. Puis les disques sont

stérilisés dans 1’autoclave pendants 20 mn a 120°C.
11.2.4.5. Ensemencement

Les souches microbiennes a tester ont été ensemencées dans des boites de pétrie
contenant de la solution de MH (photo 06), qui est le milieu le plus employé pour les tests de
sensibilité aux agents antibactériens.

Pour cela, a I’aide d’une pipette stérile nous prélevons environ3ml de Chaque
suspension, contenant des colonies bactériennes étalé en uniforme en nappe sur la surface de
la boite contenant la gélose solidifiée (Muller Hinton), pour la recouvrir entierement, puis
sécher la boite 15 mn a température ambiante devant bec bunsen.

Apres I’ensemencement des boites, les trois disques sont déposés aseptiquement au

niveau de la boite.

Photo 06: Coulage et ensemencement des boites (Laboratoire de département SNV).
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11.2.4.6. DépoOt des disques

Les disques sont disposes sur la surface de la gélose a l'aide d'une pince stérilisée au
bec bunsen. Ensuite, par une micropipette stérile les disques sont imprégner par 1’extrait

d’alcaloides « 5ul dans chaque disques » (photo.07).

Photo 07: Dép6t et imprégnation des disques sur Muller-Hinton
(Laboratoire de département SNV).

11.2.4.7. Incubation et lecture

Apres remplissage des disques, les boites de pétri sont fermées et transférées a 1’étuve
pour incubation a 37°C pendant 24 heures. La lecture s’est effectuée en mesurant, a ’aide
d’une régle, le diametre (en mm) de la zone d’inhibition formée autour de chaque disque
(fig. 17).

-Non sensible (-) ou résistante: diamétre < 6mm.

- Sensible: diamétre > 6mm.

ﬁoite de pétni

Souche bacterienne

Milieu de culture (MH)

Disque imbibé d'extrait

Zone d'hinibition

Croissance bacterienne

Figure 17: Principe de la méthode de diffusion par disque.
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-Incubation a 37°C/18-24h

-Incubation a 37°C/18-24h

Figure 18: Protocole d’antibiogramme.
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I11.1. Résultats de I’extraction des alcaloides totaux

La préparation des extraits alcaloidiques a partir des parties aériennes et racinaires.
Ont été déterminés par la méthode de Balbaa (1981). Cette méthode a été effectuée en deux
grandes étapes. La premiere étape est une extraction par un mélange hydro alcoolique
Ethanol/eau (70/30 V/V) pour obtenir initialement I’extrait brut, la deuxiéme étape de
fractionnement a été realisée par deux solvants (HCI et Chloroforme) permettant ainsi de
séparer les composés de I’extrait brut selon leur degré de la solubilité dans les solvants
d’extraction. Yahia (1989) a mentionné que idée d'extraction des alcaloides est basé sur: les
alcaloides libres sont solubles dans les solvants organiques et les alcaloides liés sont solubles

dans les acides dilués.
111.2. Résultats du dosage des alcaloides totaux:

Les résultats du dosage alcaloidiques totaux de deux parties aérienne et racinaire
d’Hyoscyamus albus L., traité par quelques phytohormones sont présentés par les tableaux V
et VI ainsi que par les figures 19 et 20, ces résultats montrent clairement 1’accumulation

d’alcaloides avec 1’augmentation de la concentration des phytohormones appliquées.

111.2.1. Résultats de la partie aérienne

Selon les résultats présentés par le tableau V et la figure 19, le pourcentage des
alcaloides le plus élevé a été observé avec 1’extrait traité par 1’adénine 20mg/1 (0,80%), suivi
par le pourcentage de (0,60%) chez I’extraits traité¢ par I’adénine 10mg/I1 et 1’extrait traité par
2,4-D 20mg/1, puis I’extrait traité par 2,4-D 10mg/I (0,45%) et enfin le témoin qui posséde le
plus faible pourcentage de (0,10%).

Tableaux V: Pourcentage des alcaloides de la partie aérienne.

Phytohormones | TM. Adénine Adénine 2,4-D 2,4-D
10mg/I 20mg/I 10mg/I 20mg/I
Alcaloides % 0,10 0,60 0,80 0,45 0,60
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Dans une autre étude faite sur la méme plante médicinale, Kadi et al (2004) ont
estimé une valeur de (1,59%) pour I’extrait traité par la Kinétine 20mg/1, puis I’extrait traité
par kinétine 10mg/I (1,10) et pour le témoin (0,80%). Mais pour I’extraits traités par 2,4-D:
ont déterminé un plus grand pourcentage de (1,32%) chez I’extrait traité par 2,4-D 20mg/I, un
pourcentage de (1,18%) pour I’extrait traité par 2,4-D 10mg/l et (0.98%) pour le témoin. Ces
pourcentages sont relativement élevés mais sont en accord aux résultats que nous avons
obtenus.

Une autre étude réalisée par Belfathi et al (2014), montre un pourcentage d’alcaloides
de (0.15%) chez l’extrait traité par 1’adénine 20mg/l, (0.11%) pour I’extrait traité par
I’adénine 10mg/1 et (0.05%) pour le témoin. Donc ces résultats sont conformes aux résultats
obtenus mais pour les extraits de 2,4-D sont différents. Elles ont enregistré une valeur
supérieure chez I’extrait traité par 2,4-D 10mg/1 (0,17%), puis I’extrait traité par 2,4-D 20mg/I
(0,12%) et (0.05%) pour le témoin.

0,8 1

0,7 - 0,6

0,6 - 45

0,5 A mTM.

0,4 - B Adenine 10mg/I
0,3 - m Adenine 20mg/I
0,2 - 2,4-D 10mg/I
01 - 2,4-D 20mg/I

Adenine  Adenine 2,4-D 2,4-D
10mg/I 20mg/I 10mg/I 20mg/I

CD

Pourcentage des alcaloides %

Figure 19: Histogrammes de pourcentage des alcaloides de la partie aérienne.
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111.2.2. Résultats de la partie racinaire

Les résultats obtenus selon le tableau VI et la figure 20, montrent clairement que le
pourcentage des alcaloides le plus élevé est observé avec I’extrait traité par 1’adénine 20mg/1
(0,80%) qui sont identiques aux résultats de la partie aérienne. Il est suivi par: I’extrait traité
par 2,4-D 20mg/l (0,70%), D’extrait traité par 1’adénine 10mg/1 (0,49%), I’extrait traité par
2,4-D 10mg/l (0,35%), en dernier vient le témoin qui présente le plus faible pourcentage
(0,15%).

Tableau VI: Pourcentage des alcaloides de la partie racinaire.

Phytohormones | TM. Adénine Adénine 2,4-D 2,4-D
10mg/I 20mgl/l 10mg/I 20mg/l
Alcaloides % 0,15 0,49 0,80 0,35 0,70

Ces résultats sont conformes aux résultats obtenus par Kadi et al (2004) et en accord aux
résultats qui sont réalisés par Hemia (2003).0Ont trouvé un pourcentage d’alcaloides de
(1.30%) chez I’extrait traité par la kinétine 20mg/l, suivi par 1’extrait traité par la kinétine
10mg/l (0.90%), puis le temoin (0.58%),aussi pour les extraits traités par 2,4-D: sont
similaire, elles ont estimé chez I’extrait traité par 2,4-D 20mg/l le plus grand pourcentage
d’alcaloides de (1.11%), puis par ’extrait traité par 2,4-D 10mg/l (1.01%) et enfin le témoin
(0,66%).

Selon Belfathi et al (2014), les résultats obtenus sont tres différents chez les extraits traités
par ’adénine parce que elles ont trouvé le plus grand pourcentage de (1%) chez I’extrait traité
par I’adénine 10mg/l, par rapport & I’extrait traité par 1’adénine 20mg/l (0.65%), puis le
témoin qui possede un pourcentage de (0.84%). Par contre aux les extraits traitéspar2,4-D: qui
sont convenable a notre résultat, elles ont remarqué un pourcentage trés importante de
(1.56%) chez I’extrait traité par 2,4-D 20mg/1, puis 1’extrait traité par 2,4-D 10mg/l (0.93%) et
un faible pourcentage chez le témoin (0.84%).

Yahia (1989) a obtenu un pourcentage de 0,32% chez les racines de la méme plante qui

pousse spontanément.
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En revanche Abdelbassete et Abdeltaouabe (2010) montrent que I’Hyoscyamys albus L.
contient approximativement entre (0.5 & 1%) d’alcaloides totaux. Ceci est similaire au résultat

obtenu de notre travail sur les témoins.

0,8 - 0,7

0,7 -

0,6 -

0,5 - B TM.

0,4 - B Adénine 10mg/

0,3 - ] B Adénine 20mg/

0,2 - 2,4-D 10mg/|
2,4-D 20mg/I

0,1 -

Adénine  Adénine 2,4-D 2,4-D
10mg/ 20mg/ 10mg/I 20mg/I

_c>
&

Pourcentage des alcaloides %

Figure 20:Histogrammes de pourcentage des alcaloides de la partie racinaire.

A travers ces résultats, nous montrons que 1’accumulation du pourcentage des
alcaloides de la partie aérienne et racinaire augmente quand les concentrations des
phytohormones augmentent. Ceci est di a I’effet des auxines et des cytokénines sur
I’augmentation des teneurs de nitrogene totale et des acides aminés qui existent en grande
quantité comme ornithine et phénylalanine qui sont également des précurseurs de I’atropine
(Seigler ,1999; Merillon et al., 1983). Selon Sexena et Karniek (1970), le pourcentage des
alcaloides dans les racines a été estime a 0,77%, tandis que Khafaji (1995) a enregistré chez
H. muticus 2% d'alcaloides. D’autre part Blet et al. (1967) ont estimés un dosage des
alcaloides totaux de 0,24%chez I’Hyoscyamus albus L., cultivé au Afghanistan, ce résultat est
une proportion inférieure aux nos résultats obtenus méme dans le témoin, ce qui montre que
les conditions de croissance ont également contribué a 1’accumulation d’alcaloides dans le
rapport de la plante.

Cela signifie que les doses des phytohormones affectent les processus physiologiques
au sein de la plante, y compris I’augmentation de la teneur de nitrogeénes totaux qui stimulent
I'absorption des eléments minéraux, en particulier les cations, ce qui a conduit a une

augmentation de I’ Atropine dans les racines d’Hyoscyamus albus L., cultivé dans un milieu
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industriel (Christen et al 1992). L’auxine et cytokénine accumulent 1’éthyléne ou stimulent
leur biosynthése, le rapport d’auxine augmente le taux d’éthyléne d'environ 8 a 10 fois
lorsqu'il est ajouté et pulveérisé sur les feuilles (Robert et Frances, 1993; Carey et al., 1995).
L'éthylene accumule les produits secondaires dans les cellules végétales (Sho et al.,
1988 ; Kim et Pedersen, 1991 ; Yahia, 2000). Ces résultats sont soutenues par Songstad
(1989) qui décrit que I'éthyléne accumule des alcaloides dans les cellules de Papaver
sommiferum et Piatti (1991) dans chez autre type de cellule Eschscholtzia California.

111.3. Résultats de test antibactérien

Nous avons évalué 1’activité antibactérienne des extraits alcaloidiques d’Hyoscyamus
albus L., traité par différant phytohormones sur différents germes Klebsiella
pneumoniae (Gram-) et Staphylococcus aureus (Gram+) par la méthode de diffusion en
disques afin de déterminer I’action des extraits de la plante sur les deux souches testées.

Aprées 24h d’incubation a 37°C, on a récupéré les boites et on a mesuré les diametres
des zones d’inhibition des souches bactériennes testées.

Le tableau VII ainsi que les figure 21 et 22, montrent clairement les résultats des

diameétres des zones d’inhibitions.

Tableau VII: Diamétres des zones d’inhibitions en mm obtenus avec les extraits

alcaloidique.
Diamétres des zones d’inhibition de la croissance microbienne
(mm)
Extra_it Alcaloides Alcaloides | Alcaloides | Alcaloides
aloidique traité  par | traité par | traité par | traité par
Chloroforme | ’adénine I’adénine 2,4-D 2,4-D
Souche 20mg/l  p.|20mg/lp. | 20mg/lp. | 20mg/l p.
Bacterienne aérienne racinaire aérienne racinaire
K. pneumoniae 09 21 17 13,5 12,5
S. aureus 07 17,5 11,5 12,5 13,5
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-Dapre le tableau VII:

Pour la souche de Klebsiella pneumoniae ont remarqué que 1’extrait traité par
I’adénine 20mg/l (partie aérienne) a un pouvoir antibactérienne trés important contre K.
pneumoniae avec une zone d’inhibition de (21mm), suivi par I’extrait traité par 1’adénine
20mg/l (Partie racinaire) par un diamétre de (17 mm), ensuite on remarque une zone
d’inhibition de (13,5 mm) chez I’extrait traité par 2,4-D 20mg/I (Partie aérienne) et (12,5 mm)
chez I’extrait traité par 2,4-D 20mg/l de la partie racinaire, enfin vient le témoin
(chloroforme), on remarque un pouvoir antibactérienne trés faible par une zone d’inhibition
de (09 mm) (fig. 21).

D’aprés les travaux de Kadi (2013) sur une méme étude avec la souche K.
pneumoniae. Les résultats des extraits de la partie aérienne montraient une zone d’inhibition
de (12,16mm) chez I’extrait traité par les deux phytohormones combinées a la kinétine et 2,4-
D (K x 2,4-D 20x20 mg/l) et une zone d’inhibition de (7,5 mm) chez le témoin, mais pour les
extraits de la partie racinaire Kadi (2013) a trouvée une zone d’inhibition de (13 mm) chez

I’extrait traité par K x 2,4-D 20x20 mg/I et un diametre de (6.3 mm) chez le témoin.

2,4-D 20mg/l
p. aérienne

2.4D 20mg/I

TM. L.
P. racinaire

Adénine 20mg/I

p. aérienne Adénine 20mg/I

P. racinaire

Figure 21: Zones d’inhibition (mm) de K. pneumoniae par des extraits alcaloidiques testés.

Pour la Staphylococcus aureus, nous avons observé que 1’extrait traité par 1’adénine
20mg/l (partie aérienne) a un pouvoir antibactérien important contre S. aureus avec une zone
d’inhibition de (17,5 mm), puis I’extrait traité par 2,4-D 20mg/l (Partie racinaire) avec un
diamétre de (13,5 mm), suivie par une zone d’inhibition de (12,5 mm) chez I’extrait traité par

2,4-D 20mg/1 (Partie aérienne) et une zone d’inhibition de (11,5 mm) chez I’extrait traité par
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I’adénine 20mg/1 (Partie racinaire), enfin le témoin (chloroforme) qui posséde un pouvoir
antibactérien moins important avec un diamétre de (07 mm) (fig. 22).

Selon Kadi (2013), I’extrait traité par K x 2,4-D 20x20 mg/l de la partie aérienne
possede une zone d’inhibition de (12,66 mm) et une zone d’inhibition de (09,66 mm) chez le
témoin, tandis que I’extraite traité par K x 2,4-D 20x20 mg/l de la partie racinaire, est
caractérisée par une zone d’inhibition de (14,2 mm) et un diamétre d’inhibition de (6,7mm)

chez le témoin.

2,4-D 20mg/I Adénine 20mg/I
P. aérienne P. racinaire

Adénine
20mg/I 2,4-D 2_0rr_1g/|
P. aérienne P. racinaire
TM.
TM.

Figure 22: Zones d’inhibition (mm) de S. aureuspar des extraits alcaloidiques testés.

A traverse les résultats des diametres des zones d’inhibition enregistrés, les deux
souches bactériennes Klebsiella pneumoniae et Staphylococcus aureus montrent des
sensibilités différentes vis-a-vis des alcaloides testés, mais les deux souches montrent une
valeur maximale de la zone d’inhibition avec I’extrait traité par ’adénine 20mg/1 (P. aérienne)

et une valeur minimale avec le témoin (fig. 23).
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25

21

20

15 -

B TM. (chloroforme)

B Adénine 20mg/| partie aérienne
10 - ~ M Adénine 20mg/| partie racinaire
2,4-D 20mg/| partie aérienne

2,4-D 20mg/I partie racinaire

Diameétres des zones d'inhibiction mm

K. pneumoniae S. aureus

Les extraits

Figure 23: Histogrammes de sensibilité de K. pneumoniae, S. aureus vis-a-vis des extraits

alcaloidiques.

Finalement on conclut que tous les extraits ont réagi positivement sur les souches
microbiennes testées ce qui confirme que I’Hyoscyamus albus L.est douée de propriétés

antimicrobiennes.
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Conclusion générale

A T'heure actuelle, les plantes médicinales restent encore le premier réservoir de
nouveaux médicaments. Elles sont considérées comme une source de matiéres premiéres
essentielles a la mise au point de futurs médicaments. A cet effet, les métabolites secondaires
font I’objet de nombreuses recherches, ceci est notamment le cas des alcaloides végétaux qui
sont largement utilisés en thérapeutique comme Antalgiques, Antitumoraux, Antiarythmiques.
I1s sont également des agents de traitement de la maladie d’Alzheimer,

En revanche ces substances sont largement insuffisantes, dans ce cadre nous nous
sommes intéressés a étudier une plante médicinal Hyoscyamusalbus L. appartenant a la
famille de Solanaceae. Qui contient une quantité considérable des alcaloides tropanique
surtout 1’atropine et scopolamine.

L’extraction et le dosage alcaloidiques de la partie aérienne et racinaire de
I’Hyoscyamus albus L. traité par des phytohormones (I’adénine et 2,4-D 0, 10 et 20mg/l) a
permis d'obtenir des extraits avec des différent rendements et on a noté que I’extrait traité par
I’adénine 20mg/l représente le plus grand pourcentage d’alcaloides par rapport aul’extrait
témoin qui possede le plus faible pourcentage. Le rapport d’accumulation des alcaloides a été
augmenté 8 fois dans la partie aérienne (0,80%) par contre au témoin (0.10%). Et presque 5
fois dans la partie racinaire (0,80%) par rapport au témoin (0,15%).

Pour I’activité antibactérienne, la méthode de diffusion des disques nous a permis de
mettre en évidence le pouvoir antibactérienne d’alcaloides d’Hyoscyamus albus L. vis-a-vis
de deux bactéries. K. pneumoniae montre des zones d’inhibition supérieure a celle observées
chez S. aureus.Nous avons révélent que la souche bactérienne K. pneumoniae est plus
sensible avec des diamétres d’inhibition entre 9mm et 21mm que S. aureus, avec des
diameétres d’inhibition entre 7mm et 17,5mm.

En fin, la présente étude montre la richesse de notre plante étudiée en alcaloides, ce
qui montre I'importance de leur utilisation en médicine locale comme agent antimicrobien.
Elle pourrait donc constituer une alternative moins colteuse pour le traitement des différentes
maladies, a cet effet, et comme perspectives on propose de:
> Faire une étude biochimique approfondie sur la plante Hyoscyamus albus L.

» Déterminer de nouvelles substances bioactives naturelles pourront répondre aux différents
problémes de santé et d’étre un alternatif aux médicaments synthétiques.
> Orienter les recherches scientifiques vers la realisation des études approfondies et

complémentaires de 1’activité antibactérienne des alcaloides.
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Annexe

Annexe 01: Materiels de laboratoire et produits chimiques
v" Les produits et les réactifs chimiques:
-Ethanol

- Acide chlorhydrique

-Chloroforme

- Hydroxyde de potassium

-lodure de potassium

-lode

-Rouge de méthyle

-bouillon nutritif

-Mueller-Hinton

v’ Les Verreries:

-Ampoules a décanter

- Flacons de 250 et 500 ml
-Eprouvettes

- Bécher de 10 mI-500 ml.

-Entonnoir

-Tubes a essais

-Support

-Papier filtre

- Papier Whatmann

-Papier de PH

-Pipette de 10 ml et les micros pipettes
-Portoirs

-Boites de pétri de 90 mm de diameétre
-Mortier

-Spatules

-Verres a montre

-Pinces stériles

-Barreau magnétique
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v Les Appareillages:

Autoclave Bain-marie

Agitateur magnétique Balance de précision Bac benzene
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Annexe 02 : Composition de certains milieux de culture

v Le bouillon nutritif : Composition
- EXtrait de vVIAnd@ SEC . ...ttt ettt 5¢g
Rl =T (60 B 0 T<) 010 4 1< 10g
- Chlorure de SOitm. ... ..ot e e 5¢g
SEau diStillEe. ... 1000ml
D, 7,2 74
- Stérilisation par autoclavage pendant 15 min a 120 °C.

v" Mueller-Hinton: Composition
-Infusion de viande de DOEUT ............cciiiiiiiiic i 300.0
-HYArolySat 08 CASEINE. .......cciiieiiiiieieicete ettt 1759

A 111 1o o o TSRS ROPRN 159
Y - L PP PRSP 15049

-pH finale 7,4 (environ)
-(Sterilisation & 121°C pendant 15 min).

Annexe 03 : Les réactifs utilisent.
v' Réactif de Wagner (Balbaa, 1981).

-100UIE & POTASSTUIML. ... .v ettt et et et e et et et a e e 2g
3 [0 16 (TP 1,39
SEAU dIStIllE. . 100 ml

v" Rouge de méthyle.
mRouge de Methyle. ... 0,2¢g
SEAUISHIIEE. ... 50 ml
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Annexe 04: Quelques étapes d’extraction des alcaloidiques bruts de plante étudiée:

Exemple sur la partie
aérienne

Exemple sur la partie
racinaire

Etape de filtration

Etape de
Fractionnement
La Couche supérieur:
d’HCL ;
Couche inférieur: de
chloroforme.

Etape d’alcalinisation
de milieu

Etape d’extraction des
alcaloides totaux.
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Annexe 05: Volume de KOH consommeée:
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Résumé

La jusquiame blanche (Hyoscyamus albus L.) est une plante médicinale appartenant a la famille
de Solanaceae, qui est utilisée depuis l'antiquité en médecine traditionnelle. Cela est di essentiellement a
leur richesse en alcaloides tropaniques surtout I’atropine et la scopolamine douées d’importantes activités
biologiques. Dans ce contexte, notre travail vise a étudier I’activité antibactérienne des extraits
alcaloidiques de la partie aérienne et racinaire d'Hyoscyamus albus L. qui sont précédemment traités par
I’adénine et 2,4-D avec des doses (0 et 10 et 20 mg/l). On a enregistré un plus pourcentage d’alcaloides
chez 1’adénine 20mg/l par rapport au témoin dans les deux parties aérienne et racinaire. Le rapport
d’accumulation des alcaloides a été augmenté 8 fois dans la partie aérienne et presque 5 fois dans la partie
racinaire. L’activité antimicrobienne a donné des résultats intéressants, cela est traduit par un diametre
d’inhibition varié entre 9 et 21mm pour le K. pneumoniae et de 7 a 17,5mm pour le S. aureus. Ces
résultats montrent que les alcaloides de la jusquiame blanche possédent des propriétés antimicrobiennes
importantes.

Mots-clés: Hyoscyamus albus L., Accumulation alcaloidique, Adénine, 2,4-D, Activité antibactérienne.

Abstract

Hyoscyamus albus L., is a medicinal plant pertaining to Solanaceae family which is used since
ancient times in traditional medicine. That is due to their high tropanes alkaloids especially atropine and
scopolamine endowed with significant biological activities. Within thisframe work, our study aims to
study the antibacterial activity of alkaloid extracts from the aerial and root part of Hyoscyamus albus L.,
that are previously treated with adenine and 2,4-D at doses (10 and 20 mg / I). A percentage was recorded
among adenine 20 mg / | and compared to the control extract which has the lowest percentage in both
aerial and root parts. The alkaloids accumulation ratio was increased 8 times in the aerial part and almost 5
times in the root. Activity antimicrobial is very important in contrast to K. pneumoniae between 9 and
21mm, and in contrast to S. aureus between 7 and 17.5 mm. These results suggest that Hyoscyamus albus
L. have alkaloids with significant antimicrobial properties.

Key words: Hyoscyamus albus L., accumulation alkaloids, Adenine, 2, 4-D, Antibacterial activity.
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