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Introduction

Depuis longtemps, les plantes médicinales et aromatiques ont été employées
pendant des siecles comme médicaments pour la préservation de la santé et le traitement
des maladies. La phytothérapie repose en partie sur une pratique traditionnelle, fondée sur
I’utilisation ancienne et locale des plantes qui sont occupées une place importante en
médecine, ces plantes sont toutes les plantes possédant des propriétés médicamenteuses
agissant sur l'organisme humain ou animal de fagon bénéfique, elles sont capables de
produire de nombreux composes chimique de fagon naturelle qui s’appelle le métabolisme

secondaire (Sanago, 2006).

Actuellement, les plantes médicinales sont de plus en plus utilisées dans I’industrie
pharmaceutique pour [I’extraction des principes actifs (alcaloides, composées
phénoliques...) afin de développer des médicaments plus efficaces. Ces plantes sont
devenues par la suite une source principale de découverte de nouveaux principes actifs,
déja environ 170000 molécules bioactives ont été identifiées & partir de plantes. A titre des
exemples, on peut citer quinine, digitaline, morphine et colchicine..., pourtant moins de la
moitié des plantes ont été étudiées pour leurs propriétés therapeutiques et ont des intéréts
multiples mis a profit dans I’industrie alimentaire, en cosmétologie, en pharmacie et

médecine (Bruneton, 1999).

Les métabolites secondaires que contiennent ces plantes sont responsables de leurs
effets, ils s’agissent: des alcaloides et des composés phénoliques. Les éléments nutritifs
sont trés important pour la nutrition des plantes, au méme temps ont un effet sur
I’accumulation des métabolismes secondaires comme les alcaloides (EI-Chehat, 1986).
Ces composés peuvent posséder une capacité antibactérienne trés importante
(Lempidinen, 1992).

Parmi ces plantes on trouve Hyoscyamus albus L. qui appartient a la famille des
Solanacées, cette famille est trés importante pour I’hnomme par se qu’elle compte des
végétaux alimentaires comme la pomme de terre, la tomate et des espéces toxiciques

(belladone, datura et la jusquiame).

Hyoscyamus albus L. (jusquiame blanche) est trés utilisé pour I’anesthésie genérale,
pour les névralgies dentaires, quelques dermatoses et I’asthme a cause des nombreuses

propriétés pharmacologiques (Goullé et al., 2004).
Dans notre travail, nous avons fixés les objectifs suivants:

» Determination de criblage phytochimique de Hyoscyamus albus L.

]
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» Extraction et détermination des alcaloides de Hyoscyamus albus L. qui sont
traitaient précédemment par deux éléments majeurs (azote et phosphore) a
différentes concentrations.

» Etude de I’activité antibactérienne des alcaloides de la plante étudiée.

Ce travail est divisé en deux (02) parties:
La premiére relative a la synthése bibliographique, elle est subdivisée en quatre
chapitres:

%+ Chapitre I: Etude botanique de Hyoscyamus albus L.

% Chapitre II: Métabolites secondaires.

%+ Chapitre I1l: EIéments nutritifs

s Chapitre IV: Activités biologiques.

La deuxieme partie elle est reservee a I’étude expérimentale. Elle est subdivisée en

deux chapitres:

% Chapitre I: Matériels et méthodes.

s+ Chapitre Il: Résultats et discussion.

&
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Chapitre I :

Etude botanique de la plante
Hyoscyamus albus L.



Chapitre | Etude botanique de Hyoscyamus albus L.

. Généralité sur la solanacée

La famille des Solanacées est I’une des grandes familles du monde végetale, du fait
du grand nombre d’espéces qu’elle comporte (environ 2300) et des nombreux usages que
I’homme en fait (alimentaire, condiment, médicinal, pharmaceutique, narcotique, magique
et ornemental) (Marchoux et al., 2008).

Les plantes de cette famille sont bien connues en tant que source naturelle des
alcaloides tropaniques comprenant le hyoscyamine, la scopolamine et I’atropine et sont

cultivés pour leur importance médicinale (Kartal et al., 2003).
1. Genre Hyoscyamus

Le genre Hyoscyamus comporte une vingtaine d’especes surtout représentées dans le
bassin méditerraneen, I’ Afrique du Nord et I’Asie occidentale. Toutes les jusquiames sont

toxiques.

C’est une plante herbacée avec des feuilles trés velues, des fleurs au calice velu a
cing lobes, a corolle subréguliére de teinte jaune sale veinée de violet et d’un pourpre
noiratre a la gorge. Le fruit est une pyxide, capsule renflée a la base s’ouvrant au sommet
par un couvercle convexe et contenant plusieurs centaines de graines trés petites
(Mahmoud et al., 2001).

2. Espéces de genre Hyoscyamus
A travers le monde il y a presque 11 especes identifiées du genre Hyoscyamus:

Dans notre sujet nous allons étudier la premiére espece.
- Hyoscyamus albusL.
- Hyoscyamus muticus L.
- Hyoscyamus niger L.
- Hyoscyamus pisillus L.
- Hyoscyamus reticulatus L.
- Hyoscyamus major mill L.

- Hyoscyamus minormill L.
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- Hyoscyamus luridussalisb L.
- Hyoscyamus boveanusdun L.
- Hyoscyamus desertorum Asch et boiss L.

- Hyoscyamus aureus L. (Guinochet et Vilmorin, 1975).
3. Description botanique d’ Hyoscyamus albus L.

Parmi les diverses espéces de solanacées on retrouve Hyoscyamus albus L. connue
aussi sous le nom de jusquiame blanche (figure 01). C’est une plante herbacée annuelle ou
bisannuelle, ou pérenne selon la variété, qui mesure de 20 a 90 cm de hauteur, velue-
visqueuse, a odeur vireuse faible (Alphonse, 1864 ; Schultes et Hofmann, 1993 ; Goullé
et al., 2004).

les fleurs <

les feuilles

Figure 01: Les differentes parties aérienne de la jusquiame blanche (Sabat, 1957).

> Racine

Les racines de Hyoscyamus albus L. sont plus ou moins grosses, selon I’age de la
plante, pivotantes, peu noueuses et pourvues de nombreuses radicelles. Elles offrent une
couleur brunatre a I’extérieur, blanche a I’intérieur, I’écorce spongieuse est assez épaisse
(Sabat, 1957).
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> Tige

Les tiges issues de ces racines ne sont pas trop élevées (figure 02); leur hauteur ne
dépasse pas un meétre. Elles sont rondes, assez dures, ligneuses, rameuses, couvertes de

poils tres serrés, doux au touche (Gautier, 1822).

Figure 02: Tige de Hyoscyamus albus L. (Hammiche et al., 2013).

> Feuille

Les feuilles a I’état frais sont molles (figure 03), longues d'un vert grisatre toutes
méme les florales pétiolées, ovales-orbiculaires, en cceur ou un peu en coin a la base,
sinuées-dentées a dents triangulaires et profondes, forment une ample rosette (Sabat,
1957).

Figure 03: Feuille de Hyoscyamus albus L. (Hammiche et al., 2013).

> Fleurs

Inférieures pédonculées, les autres subsessiles, calice tres velu, le fructifere
faiblement nervé-réticulé, a lobes courts, triangulaires-aigus , corolle irréguliere, a limbe
obligue d'un jaune pale non veiné en réseau (Figure 04), a gorge et filets des étamines
verdatres - étamines dépassant un peu la gorge - capsule peu renflée a la base.
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Floraison de Hyoscyamus albus L. en avril a septembre dans des terrains en friche
ou labourés (Gautier, 1822).

Figure 04: Fleur de Hyoscyamus albus L. (Hammiche et al., 2013).

> Fruit

Les fruits (figure 05) sont des capsules de couleur vert-jaune ou brun, peu renflé a la
base et il est entoure par le calice élargie, persistant et en plus rigide que dans la fleur. Ce

fruit capsulaire mesure 2 a 3 cm, il contient de trés nombreuses graines (Sabat, 1957).

Figure 05: Fruit de Hyoscyamus albus L. (Hammiche et al., 2013).

> Graines

Les gaines sont de couleur noire ou brune, en forme de rein ou pyramidale (figure

06), inodore et de godt légérement huileuse (Gautier, 1822).
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Figure 06: Graines de Hyoscyamus albus L. (Hammiche et al., 2013).

4. Classification botanique de Hyoscyamus albus L.
La classification de Hyoscyamus albus L. est présentée dans le tableau I.

Tableau I: Classification de Hyoscyamus albus L. (Quézel et Santa, 1963)

Régne Végétal
Embranchement Spermatophytes
Classe Dicotylédones
Ordre Solanales
Famille Solanaceae
Genre Hyoscyamus
Espéce Hyoscyamus albus L.

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

bounarjouf ou taylout (kabyle).
5. Localisation

La jusquiame blanche pousse dans le midi de la France, on la trouve fréquemment
dans la Lorraine, le Languedoc et la Provence mais aussi au subcontinent indien Alphonse,
1864 ; Benhouda et Yahia, 2014. Elle pousse sur les talus, les falaises, les friches et les
plages de galets en Europe (figure 07), en Afrique du nord et en Asie Guignard, 1998,
comme on peut la rencontrée en Libye Alghazeer et al., 2012 .Elle se retrouve aussi en
Algérie.
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K @ Présence
de Hyoscyamus
albus L.
9
Q
) ®

Figure 07: Répartition géographique de Hyoscyamus albus L. (Guignard, 1998).

6. Composition phytochimique de Hyoscyamus albus L.

En tant que membre de la famille des solanacées, la jusquiame blanche est tres riche
en alcaloides tropaniques caractéristique de cette famille. Quantitativement et
qualitativement, la composition en alcaloides de la jusquiame blanche semble similaire a
celle de Hyoscyamus niger L. (jusquiame noire) appartenant au méme genre (Evans,
2002).

La proportion en alcaloides totaux dans la poudre séchée de Hyoscyamus albus
L.varie de 0,045% & 0,14%. Le principal constituant des feuilles de la jusquiame blanche
est donc l'alcaloide Hyoscyamine, mais on retrouve également de plus petites quantités
d'atropine et de scopolamine. Les graines de la jusquiame renferment quant a elles environ
0,5 a 0,6% d’alcaloides tropaniques, composes principalement de Hyoscyamine et d’une

faible proportion de Hyoscine (Lunga et al., 2006) .
7. Usages thérapeutiques

La composition phytochimique trés variee de la jusquiame lui confére plusieurs

effets thérapeutiques.

e Lajusquiame est utilisée en médecine traditionnelle comme parasympatholytique et

sédative du systéeme nerveux (Benhouda et Yahia, 2014).
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L’huile extraite a partir des graines de Hyoscyamus est utilisée pour le traitement
des Otites chez I’enfant, des névralgies, de la sciatique, et des rhumatismes
(Roberts et Wink, 1998 ; Khare, 2004).

La jusquiame Blanche présente aussi une activité antibactérienne importante contre
des espéces bactériennes comme Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Pseudomonas stutzeri, Klebsiella pneumoniae (kadi et al., 2013) .

Elle est utilisée pour ses vertus thérapeutiques surtout en homéopathie (Goullé et
al., 2004).

La scopolamine fut utilisée pendant la deuxiéme guerre mondiale sous la forme

d'un sérum de vérité (Begum et al., 2010).
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Chapitre 11 Métabolisme secondaire

. Généralité

Les métabolites sont des composés organiques intermédiaires ou issus du
métabolisme. Ils sont définaient par limiter a de petites molécules, ils ont diverses
fonctions, y compris I'énergie, la structure, la signalisation, un stimulant et des effets
inhibiteurs sur les enzymes. Les réactions chimiques continues qui ont lieu le protoplasme

vivant des cellules végétales donnent lieu, a deux sortes de produits (Raven et al., 2003).
1. Métabolite primaire

Un métabolite primaire est un type de métabolite qui est directement impliqué dans
la croissance, le développement et la reproduction normale d'un organisme ou d'une
cellule. Il est caractérisé par leur propriété nécessaire et vitale a la survie de la cellule ou de
I’organisme (Kone., 2009; Badiaga., 2012).

Le métabolite primaire est divisé en quatre groupes; les acides amines, les lipides,

les carbohydrates et les acides nucléiques (Croteau et al., 2000 ; Raven et al., 2000).
2. Métabolite secondaire

Le terme métabolite secondaire est utiliseé pour décrire une large gamme de
composés chimiques dans les plantes qui ne sont pas impliqués dans les processus
biochimique de la croissance et de la reproduction des plantes Judd et al., 2002, il est
synthétisé dans une partie de la plante et stocké dans une autre (Raven et al., 2000).

I1. Composées du metabolisme secondaire:

D’apres leur biosynthése, les métabolites secondaires peuvent étre divises en trois
classes: composés phénoliques; les terpenes et les composés azotés (Hennebelle et al.,
2004).

1)
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1. Composés phénoliques

Les composés phénoliques sont une vaste classe de substances organiques cycliques
tres variées, d’origine secondaire qui dérivent du phénol CgHsOH qui est un
monohydroxybenzene Walton et Brown, 1999. Ils sont comprenant au moins un noyau
aromatique, et un ou plusieurs groupes hydroxyles, en plus d’autres constituants
Bamforth, 2000. La couleur et I’ardme, ou I’astringence des plantes dépendent de la

concentration et des transformations des phénols (Walton et Brown, 1999).

Les composés phénoliques peuvent étre regroupés en de nombreuses classes des
polyphénols (acides phénoliques, coumarines, flavonoides, tanins, saponosides, lignanes,
anthocyanes) en se basent d’une part, sur le nombre d’atome constitutifs et d’autre part, sur
la structure de squelette de base (Herbert, 1989;Macheix et al., 2005; Beta et al., 2005).

2. Terpénoides

Les terpénoides appelés aussi terpénes, constituent une vaste groupe de métabolites
secondaires, sont des hydrocarbures naturels, de structure cyclique ou de chaine ouverte
Hellal, 2011. lls forment un groupe de produits naturels largement représenté et d’un
intérét chimique considérable, tres diversifiés. Ils répondent dans la plupart de cas a la
formule générale C5H8 Seenivasan, 2006 c’est-a-dire leur particularité structural la plus
importante est la présence dans leur squelette d'unité isoprénique a 5 atomes de carbone
Hernandez, 2005, ils constituent le principe odoriférant des végétaux. Cette odeur est due
a la libération des molécules trés volatiles contenant 10, 15, 20 atomes de carbones
(Connolly, 1992).

3. Composés azotés:

Le terme d’alcaloide a été introduit par W. Meisner au debut du 19eme siécle pour
désigner des substances naturelles réagissant comme des bases, ce terme est dérivé de
I’arabe al kaly qui signifie la soude et de grec eidos qui signifie I’aspect (Bruneton.,
1999).

Les alcaloides sont des substances organiques le plus souvent d’origine végétale,
azotées, basiques et douées a faible dose de propriétés physiologiques marquées Zenk et

Juenger., 2007. lls portent tous la terminaison « ine » Paris et Hurabielle., 1981. A I’état

o
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normal, ils sont généralement salifiés par les acides organiques (tartrates, malates...) ou
combinés a des tanins (Guignard et al., 1985).

3.1. Propriétés des alcaloides

Les alcaloides sont caractérises par une solubilité faible dans I’eau, facilement
soluble dans I’alcool et peuvent donner des colorations spécifiques avec certains réactifs
(réactifs de Mayer, de Dragendorf, deWasicky, de Bouchardat). lls exercent en générale de

puissantes actions pharmacologiques.

Les alcaloides ayant des masses moléculaires tres variables de 100 a 900 g/mol. La
plupart des bases non oxygénées sont liquides a température ordinaire celles qui
comportent dans leur formule de I’oxygéne sont des solides cristallisables, rarement

colorés. (Rakotonanahary, 2012).

3.2. Biosynthese des alcaloides

Contrairement & la plupart des autres types de métabolites secondaires, les
nombreuses classes d'alcaloides ont des origines biosynthétiques unique (figure 08)
Ziegler et Facchini., 2008. Les noyaux de base de ces différents alcaloides dérivent des

acides aminés du métabolisme primaire (Nacoulma, 2012).
3.3. Classification:

3.3.1. Selon I'origine biosynthétique
On distingue trois types d’alcaloides:

o Alcaloides vrais: d’aprés certains auteurs, ils sont issus seul régne végétal. Ils
existent a I’état de sels et I’on peut ajouter qu’ils sont bio synthétiqguement formés a partir
d’un acide aminé.

o Pseudo-alcaloides: ils représentent le plus souvent toutes les caractéristiques des
alcaloides vrais, mais ne sont pas dérivés des acides aminés.

o Proto-alcaloides: se sont des amines simples dont I’azote n’est pas inclus dans un
systéeme hétérocyclique; ils ont une réaction basique et sont élaborés in vivo a partir

d’acides aminés (Bruneton, 1999).
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Figure 08: Origine biosynthétique de différentes classes d’alcaloides (Nacoulma, 2012).

3.3.2. Selon leur composition chimique et structure moléculaire
Les alcaloides peuvent étre divisés en plusieurs groupes (figure 09).

e Les alcaloides tropoloniques (Phénylalanines): comme capsaicine chez piment,
colchicine chez colchique.

e Alcaloides isoquinoléiques comme: morphine, éthylmorphine, codéine et
papavérine continues dans I'opium du pavot.

e Alcaloides indoliques: ergométrine, ergotamine et ergotoxine de l'ergot des
ceréales.

e Alcaloides quinoléiques: se trouvent dans les écorces de Cinchona (Donatien,
2008).

e Alcaloides pyridiques et pipéridiques: par exemple: ricinine chez ricin.

e Alcaloides dérivés du tropane: comme scopolamine et atropine chez la belladone.

¥
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e Alcaloides stéroides: racine de veratre, douce-amére ou aconite (aconitine) par

exemple (Gonzalez et al., 1984)

Quinine Réserpine

Codéine Caféine

Ephédrine Morphine

Figure 09: quelques exemples des alcaloides (Badiaga, 2011).

Ce chapitre intéressé a des alcaloides tropaniques qui sont tres abondants chez notre

espece étudiee Hyoscyamus albus L.

A. Alcaloides tropaniques

Les alcaloides tropaniques (Figure10) sont une classe de métabolites secondaires qui
contiennent un cycle tropane dans leur structure chimique, le 8-aza-bicyclo (3.2.1) octane
(Adamse et Egmond., 2010).
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Figure 10: Structure chimique de tropane (Adamse et Egmond., 2010).

La classe se compose de plus de 200 composés. Elles se produisent naturellement
dans les plantes de la famille des Erythroxylacée (y compris coca) et les Solanacées (y
compris la mandragore, jusquiame, belladone, datura, pomme de terre et tomate) Griffin et
Lin., 2000; Humam et al., 2005. Les alcaloides de tropane se trouvent dans toutes les
parties des plantes, avec des concentrations les plus élevées dans les racines et les graines
(Adamse et Egmond., 2010).

Les alcaloides de tropane les plus importants sont l'atropine, I’hyoscyamine et la

scopolamine.

0 Atropine (D, L-hyoscyamine)

L’ atropine (Figure 11) est I’ester du tropanol et de I’acide tropique Cohen, 1990,
c’est un mélange racémique de D et L- hyoscyamine Vakili et al., 2012. Elle est peu
soluble dans I’eau Grevoz et Laubriet., 2007, soluble dans I’éther et I’acétate d’éthyle et
tres soluble dans le chloroforme et I’alcool (Fabre et Truhaut., 1961).

CHN
(..f’

Figure 11: structure chimique de I’atropine (Pujol et al., 2006).
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o0 Hyoscyamine

L’hyoscyamine (Figurel2) est I’ester de tropanol et de I’acide L-tropique
Grynkiewicz et Gadzikowska., 2008. Elle est I’isomére Iévogyre de I’atropine racémique

(Peter, 1983).

L’hyoscyamine est deux fois plus active que I’atropine Grevoz et Laubriet., 2007,
mais cette derniére est la forme acceptée en médecine parce qu’elle est stable et moins

sensible aux enzymes hydrolytiques (Grynkiewicz et Gadzikowska., 2008).
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Figure 12: structure chimique de I’hyoscyamine (Aehle et Drager., 2010).

0 Scopolamine (L- hyoscine)

La scopolamine (Figure 13) est I’ester de I’acide L- tropique et du scopanol Cohen,
1990; Barguil et al., 2006, cet dernier est un derive d’oxydation du tropanol Dangoumau
et al., 2006. Elle est soluble dans la plupart des solvants organiques Chopra et al., 1960,

tel que I’éthanol, I’éther et le chloroforme (Drager, 2002).
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Figure 13: Structure chimique de la scopolamine (Aehle et Dréager., 2010).
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B. Intérét des alcaloides en thérapeutique

Les alcaloides constituent I'un des principaux groupes de constituants de plantes
utilisés en thérapeutique. Si dans les plantes, les alcaloides en tant que composés du
métabolisme secondaire jouent un réle écologique de défense contre des herbivores, ils
trouvent cependant plusieurs applications pharmaceutiques chez I’homme (Badiaga,
2011).

— Anti tumoraux: vinblastine, vincristine, taxol, camptothe

— Antalgiques: morphine, codéine

— Spasmolytiques: tubocurarine et papavérine.

— Vasodilatateurs: vincamine et ajmalicine.

— Emétiques : émétine.

— Antitussifs : codéine.

— Anti arythmiques : quinidine et ajmaline,

— Antipaludiques : quinine

— lls sont également des agents de traitement de la maladie d’Alzheimer: galanthamine.

v




Chapitre I11 :

Les éléments nutritifs



Chapitre 111 Eléments nutritifs

I. Définition des éléments nutritifs

Les éléments nutritifs sont lI'ensemble des composés organiques et inorganiques
nécessaires aux Vveégeétaux pour entretenir leurs fonctions physiologiques: (croissance,
développement, reproduction...), elles sont trouvée dans le sol ou proviennent de I’air ou de
I’eau (la solution du sol) et absorbes par les poils fins des racines a la forme minérale. En
général 18 éléments nutritifs sont essentiels pour une croissance normale et/ou un

développement complet (Wightman, 1999).
1. Ressources des éléments nutritifs

Toutes les plantes ont besoin des mémes ressources (eau, nutriments, lumiére...etc),
(figurel4) en proportions relativement comparables et sont de ce fait en compétition pour
leur acquisition. Une fois acquises, ces ressources peuvent étre soit stockées soit investies
dans la production de différents organes (feuilles, tiges, racines...etc). Elles participent
alors en retour a I’acquisition de nouvelles ressources qui pourront a leur tour étre stockées
ou réinvesties. La capacité des plantes a se procurer et a utiliser les ressources du milieu est
de premiere importance car elle conditionne la production photosynthétique qui elle-méme

détermine en partie la fitness1 des plantes (Bloom et al., 1985; Westoby et al., 2000).

Les plantes ont donc développé des « stratégies » d’acquisition des ressources
adaptées a leur environnement, leur permettant d’optimiser les potentialités offertes par
leur habitat Grime et Campbell., 1991. De nombreuses données ont en effet montre que
les espéces a fort potentiel de croissance sont tres souvent associées aux milieux riches et
que les sites peu productifs sont composés essentiellement d’especes a faible productivité
(Chapin, 1980; Aerts et Chapin., 2000).
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Figure 14: Les éléments nutritifs (Unifa, 2005).

2. Role des éléments nutritifs

Tous les éléments ne jouent pas le méme rdle dans la nutrition végétale. Les uns
(oxygene, carbone, hydrogene, azote, phosphore, soufre) sont les constituants de base des
tissus vegétaux et sont assemblés au cours des syntheses organiques Serrano, 2001.

D’autres, les cations (potassium, calcium, magnésium) ont principalement pour réle
de maintenir dans le milieu interne un équilibre avec les anions (nitrate, phosphate,
sulfate). Enfin, les oligo-éléments (fer, bore, cuivre, manganése, molybdéne et zinc) ont
un role de catalyseurs des réactions du métabolisme. Ces éléments constituent un ensemble

ou chacun d'entre eux est strictement indispensable (Huguet, 1978).
3. Types des éléments nutritifs

Toutes plantes nécessaires a nutriments pour la croissance et développements. Ces
éléments sont classés en deux grandes classes selon la quantité importante absorbée par

la plante:

3.1. Macro- éléments

IIs sont fréquemment en quantités insuffisantes (tableau I1) dans le sol pour permettre
la croissance optimale des cultures comme l'azote (N), le phosphore (P), le potassium (K)
et le calcium (Ca) .... (Waaijenberg, 2004).
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Tableau Il : Formes chimiques des macroéléments (William et Hopkins., 2003).

Eléments Symbole Forme disponible
Hydrogéne H H,O
Carbone C CO;
Oxygene @) O, H,0, CO,
Azote N NO™, NH™
Phosphore P H,PO4, HPO,™
Potassium K K*
Calcium Ca Ca*
Magnésium Mg Mg*?
Soufre S S04

3.2. Micro- éléments

Les oligo-éléments ou micro-éléments (tableau I1I) ne représentent qu’une partie
insignifiante du poids de la plante (environ 1%) mais la plupart d’entre eux n’en sont pas
moins indispensables a celle-ci, comme le bore (Bo), le Chlore (Cl) et le zinc (Zn) ...,

dont la plante n'a besoin qu'en quantité tres faible (coic et coppenet., 1989).

Tableau 111 : Formes chimiques des microéléments (William et Hopkins., 2003).
Eléments Symbole Forme disponible
Fer Fe Fe*? Fe™
Bore B H3sBO;
Manganése Mn Mn*?
zinc Zn Zn*
Cuivre Cu Cu**

Molybdéne Mo MoO™




Chapitre 111 Eléments nutritifs

Dans ce chapitre, on va étudiée I’azote et le phosphore parce que, sont des éléments
majeurs responsables a la croissance des plantes leur insuffisance, peut provoquer un
désequilibre de développement des végétaux et un chute ou un blocage de rendement donc
le contr6le de richesse du sol en ces éléments sont important pour assurer une rentabilité

des cultures.

1l. Azote

Azote (N) est un élément fondamental pour la matiere vivante, végétale ou animale.
L’azote est un élément nutritif le plus important pour la production agricole. Comme il est
soumis a un cycle naturel dans l'air, le sol et I'eau, il subit différentes transformations
chimiques et biologiques Smil, 2001. L’azote est présent dans la nature sous deux états: a
I'état libre, ou il constitue 80 % de l'air que nous respirons (N,), a I'état combing, sous
forme minérale (ammoniaque NH3. ammonium NH,", nitrate NO3) ou organique. L’azote

est incontestablement I’élément nutritif le plus important en riziculture.

Les plantes absorbent exclusivement I’azote minéral du sol, seules les cultures
Iégumineuses ont la faculté de fixer N, par leurs nodosités (fixation symbiotique). L’azote
est un élément fondamental des composes organiques azotés comme les protéines, les
vitamines, la chlorophylle, etc... De plus, I’azote a une certaine action gonflante sur les

colloides: il augmente la pression dans les cellules (Unifa, 2005).

1. Source d’azote

La source de I’azote régule le métabolisme secondaire, comme la source de carbone.
Les niveaux élevés de l'azote répriment la production d'antibiotiques pendant I'iodophase
Ahronowitz, 1980; Doull et Vining., 1990; Spizek et Tichy., 1995. Junker et al. (1998)
ont trouvé pour leur part que le contrle de la concentration des ions ammonium était
important pour la production de métabolite secondaire .Dans les sols, tout un cortége de
bactéries sont capables de fixer I’azote de I’air. Ces bactéries aptes a fixer I’azote de I’air
sont présentes dans le sol mais également en symbiose dans les racines de certaines
plantes, essentiellement la grande famille des légumineuses (luzerne, haricot, pois,

acacia...). Dans ces plantes, elles se logent dans des excroissances racinaires, les nodosités.
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C'est pourquoi il arrive que par extension l'on dise que ces Iégumineuses fixent

I’azote, méme si a proprement parler elles ne le font que par le truchement des bactéries.

2. Cycle de I’azote

L’azote atmospheérique n’est pas assimilable directement par les plantes (figurel5), il
doit subir des processus de transformation biologique préalablement a son incorporation a

la matiére organique (Francou, 2003).

Figure 15: le cycle de I’azote dans la nature (Francou, 2003).

(1) Fixation

Conversion de I’azote atmosphérique en azote utilisable par les plantes et les
animaux. Cyanobactéries et de certaines bactéries vivant en symbiose avec des plantes
(entre autres, des Iégumineuses).

(2) Assimilation (NH4")

Processus biologique par lequel I’ammonium est assimilé par la plante pour former
sa matiere organique. L'ammonium est la forme préférentiellement assimilée par les micro-
organismes (bactéries et champignons).

(3) Nitrification

Oxydation de NH4;" ou NHs via un organisme en NO, et NO; (catalyse

enzymatique).
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INHgt +30; —a 2NO5 + 2H,0 + 4HF

ammeonium oxygéne nitrite eau hydrogéne
+ - -
MHy" === NOy === MNOz e S T o PR o P e o P
AMM onium nitrite nitrate nitrite oxyaén e nitrate

(4) Assimilation (NO;', NO3)

Le nitrate est la forme préférentiellement assimilée par les végétaux (plantes et

algues supeérieures).
(5) Ammonification

Décomposition de la MO et libération d’ammonium. Et rejet de I’excédant d’azote
ingéré sous forme de NH3 ou d’urée (rapidement dégradée en NH3).

(6) dénitrification

La dénitrification retourne I’azote a I’atmospheére sous sa forme moléculaire N, avec

comme produit secondaire du CO; et de I’oxyde d’azote N,O.

La réaction de réduction de NO3™ par I’intermédiaire de bactéries. Equation type:

4ANO3 + 5CH,0 + 4H" ———» 2N, (g) + 5CO;(g) + 7H,0
Nitrate matiére hydrogene azote  dioxyde  eau

Organique (gaz)  de carbone
3. Importance d’Azote

L'azote joue un réle primordial dans la production de la matiére seche chez les
vegétaux, parce qu'il permet a la plante de "pomper™ dans le sol, les éléments nutritifs dont

elle a besoin (I’azote est nécessaire a la synthése des protéines) (Delas, 2000).

La suppression de I’azote minéral, chez les plantes qui ne sont pas de la famille des
Iégumineuses, se fait sentir par une diminution de la production de matiére. Cependant une
exageration dans l'apport d'engrais azotés, provoque un déséquilibre végetal. Notamment
un retard dans la maturité des plantes ainsi qu'une plus grande sensibilité due a
I'amincissement des membranes des cellules du jeune tissu. Comme I’azote entre dans la
composition de la chlorophylle. L’azote a tendance a favoriser davantage la croissance

vegétative que la fonction de reproduction (TPE, 2005).
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4. Effets du I’azote

Le manqgue d'azote, en entravant la synthése des protéines, des enzymes nécessaires a
la formation, & la croissance et au fonctionnement des cellules va nécessairement aboutir a
une réduction de la croissance des plantes se traduisant notamment par une réduction de la
croissance foliaire. Il affecte entre autres, la répartition de la biomasse entre les différents
organes, et va profondément modifier le métabolisme des plantes en altérant la balance
entre les organes sources et les organes puits, et en affectant la capacité photosynthétique
des plantes (Schinner et al., 1995; Brady et Weil., 2002; Troeh et Thompson., 2005).

Lorsque I’azote manque dans le milieu, I’azote interne, préalablement accumulé, va
pouvoir étre recyclé pour assurer la croissance des organes et la formation des nouveaux
tissus. Cette utilisation et remobilisation de I’azote interne, si elle peut permettre aux
plantes lorsqu'elles ont constitué un "pool” I’azote de réserve de maintenir, pendant un
certain temps, une croissance maximale, va se traduire par une modification de la
répartition de I’azote entre les différentes parties de la plante et s'accompagne d'une
diminution de leur teneur en I’azote. Les effets d'un manque I’azote sur la capacite
photosynthétique des plantes, sur leur croissance et leur développement, sur I'évolution de
leur statut azoté, ainsi que l'incidence de la formation de réserves azotées, sur le maintien

pendant un temps de la croissance des plantes (Rogolini, 2006).

Lorsque I’alimentation azotée est perturbée, les différents organes des plantes sont
plus petits, les feuilles d’abord vert jaunatres a jaunes deviennent plus ou moins orangées
et tombent et les rendements diminués. La carence azotée conduit a une plus faible densité
des peuplements (tallage), a une fructification précoce et a une teneur réduite en protéines.
Un approvisionnement médiocre ou excessif en I’azote diminue la qualité, un apport
excessif I’azote produit par ailleurs des plants hauts de taille, aux tiges faibles, qui sont

donc plus vulnérables a la verse (Vallée et al., 1999).
I11. Phosphore

Le phosphore (P) associe a la plupart des réactions indispensables a la vie qui
demandent de I’énergie: respiration, synthése des glucides et des protéines. Avec I’azote,
c’est un constituant qui entre dans la composition des acides nucléiques et donc dans la
composition de I’ADN ou est inscrit le code génétique, ainsi que dans celle de I’ARN qui
permet la transcription de I’information génétique en protéines, sont supports de I’hérédité

e
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Blisson, 2003. Donc est un élément essentiel de tous les organismes vivants. Chez les
végétaux, il joue un réle essentiel dans de nombreux processus biologiques comme la
croissance, la photosynthese et la fixation symbiotique de I’azote atmosphérique
Marschner, 1995. Il est impliqué dans les transferts d’énergie a I’intérieur des cellules par
I’intermédiaire de molécules telles que I’ATP. Il entre dans la composition des
phospholipides qui contrdlent la stabilité et les propriétés des membranes cellulaires
(Marschner, 1995).

1. Source de phosphore

A I’état naturel. Les sols contiennent d’une a trois tonnes de phosphore total dans les
premiers 20 centimétres. Cette quantité dépasse grandement les besoins annuels des
plantes. Toutefois. Seule une petite partie, appelée phosphore biodisponible, est utilisable
pour la nutrition des végétaux. Le phosphore biodisponible est surtout présent sous forme
d’ions orthophosphates en solution qui sont directement assimilables par les plantes Behal
et al., 1979. Cependant, la plus large part du phosphore organique éventuellement
disponible pour les cultures est adsorbée sur les particules de sol et est graduellement
libérée dans la solution du sol ou elle sera prélevée par les racines. Les phosphates
adsorbés sur les particules du sol sont généralement associés a des cations. A des oxydes
ou a des hydroxydes de fer et d’aluminium, leur disponibilité varie grandement. Certains se
retrouvent rapidement en solution, d’autres migrent plus lentement de la phase solide
(phosphates adsorbés) vers la solution, ou encoure ne se solubilisent qu’avec I’activité

d’organismes vivant (microbes ou champignons) (Cardova et al., 1976).
2. Cycle du phosphore dans la nature

Le cycle du phosphore est unique parmi les cycles biogéochimiques majeurs: il ne
posseéde pas de composante gazeuse, du moins en quantité significative, et par conséquent
n’affecte pratiquement pas I’atmosphere. 1l se distingue aussi des autres cycles par le fait
que le transfert de phosphore d’un réservoir a un autre n’est pas contrélé par des réactions
microbiennes, comme c’est le cas par exemple pour I’azote (Baeyens, 1967 ; PierzynskKi
et al., 1994).

Pratiqguement tout le phosphore en milieu terrestre est derive de I’altération des
phosphates de calcium des roches de surface, principalement de I’apatite. Bien que les sols

contiennent un grand volume de phosphore (figure 16), une petite partie seulement est
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accessible aux organismes vivants Mathieu et Pieltain., 2003. Il est absorbé par les
plantes et transféré aux animaux par leur alimentation. Une partie est retournée aux sols a
partir des excréments des animaux et de la matiére organique morte. Une autre partie est
transportée vers les océans ou une fraction est utilisée par les organismes benthiques et
ceux du plancton pour secréter leur squelette; I’autre fraction se dépose au fond de I’océan
sous forme d’organismes morts ou de particules et est intégrée aux sédiments Scope, 1995
; Frossard, 1996. Ces derniers sont transformés progressivement en roches sédimentaires
par I’enfouissement; beaucoup plus tard, les roches sont ramenées a la surface par les

mouvements tectoniques et le cycle recommence (Ramade, 1984).

Figure 16: Cycle du phosphore (Frossard et al., 2004).

3. Importance de phosphore

Le phosphore (P) est un élément qui est largement distribué dans la nature FAO,
2004. 1l est considéré, avec l'azote (N) et le potassium (K), comme un constituant
fondamental de la vie des plantes et des animaux. Phosphore a un réle dans une série de
fonctions du métabolisme de la plante et il est un des éléments nutritifs essentiels
nécessaires pour la croissance et le développement des végétaux. Il a des fonctions a
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caractére structural dans des macromolécules telles que les acides nucléiques et des
fonctions de transfert d'énergie dans des voies métaboliques de biosynthese et de
dégradation, a la différence du nitrate et du sulfate, le phosphore n'est pas réduit dans les

plantes mais reste sous sa forme oxydée la plus éleveée (Marschner, 1993).

Dans les terres agricoles, il est essentiellement présent sous forme d'anions
orthophosphates Bertrand et Gigou., 2000. Comme pour I’azote et pour les mémes
raisons, les symptdémes de carences apparaissent d'abord sur les feuilles agées. Les
rendements decroissent par réduction soit par croissance foliaire bien avant d'affecter le
coefficient de conversion du rayonnement photosynthétique chez le mais Etchebest,
2000 ; Coulomb et al., 2000 ; Plenet et al., 2000 a, b, soit du nombre de ramification chez

les plantes comme les graminées (Rodriguez et al., 1998).
4. Effet du phosphore

Phosphore est un composant essentiel de la matiere organique du sol. Il intervient
dans beaucoup de processus fondamentaux de la croissance des plantes comme la
photosynthése et la fixation de I’azote. C’est le cas dans la constitution de certains
éléments structuraux essentiels a la vie cellulaire (acides nucléiques, phospholipides), dans
les échanges d’énergie (phosphorylation d’un composé organique) et dans de tres
nombreuses réactions métaboliques (réactivité de substrats ou changement de
conformation réactionnelle de coenzyme) Albrecht, 2007. Il pose un certain nombre de

problémes en termes des fertilités de sols notamment par :
e Les basses teneurs en phosphore total dans les sols.

e Les composés du phosphore sont souvent insolubles et non disponibles pour étre

facilement assimilés par les plantes.

e Les apports extérieurs du phosphore peuvent étre fortement fixés et devenir a la

longue des composés insolubles (Paul et Clark., 1996).

Les plantes carencées en phosphore ont une croissance ralentie; le développement
des racines et la densité des populations (le tallage) sont réduits; la floraison et la
maturation sont retardées. Une carence en phosphore provoque une diminution de la
production de protéines et de vitamines. La conservation des legumes ainsi que la

résistance au gel est moins bonne. Elles sont appontées par les symptémes suivants:

B
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e Les feuilles &gées sont d’abord vert foncé, puis rouge-violet. La tige peut également

prendre une couleur rougeatre. Les plantes sont petites et ont un aspect rigide.

e A un stade ultérieur les feuilles agées meurent (Schvartz et al., 2005).

=
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l. Activité antibactérienne

L’essor de la chimie a permis I’apparition de nouvelles substances antimicrobiennes.
Ces derniéres sont définies comme etant des substances utilisées pour détruire les
microorganismes ou empécher leur croissance Rozman et Jersek., 2009, on distingue
deux sortes d’effets de I’activité antimicrobienne: une activité létale ou bactéricide et une
inhibition de la croissance ou activité bactériostatiqgue Drewnowski et Gomez-Carneros.,
2000. Plusieurs études épidemiologiques et cliniques attestent le role incontestable des
métabolites secondaires dans I’inhibition d’innombrables bactéries pathogénes voir méme
toxiques, fongicides et antibiotiques Mompon et al., 1996. Ces métabolites secondaires
peuvent conduire & la diminution de I’activité enzymatique ainsi qu’a la croissance

microbienne (Karou et al., 2004).
1. Activité antibactérienne des alcaloides

Durant la période 1940-1980, I’activité antibactérienne des alcaloides a été étudiees
de facon extensive; de plus dans cette période prés de 70 études ont permis de mettre en
évidences plus de 50 stéroides, plus de 100 alcaloides quinolizidiniques, et prés de 90
alcaloides indoliques ont un effet antibactérien Faizi et al., 2003. Les différentes études
de I’effet antibactérien des alcaloides ont démontrés que ces derniers agissent sur les
bactéries Gram positives et Gram négatives, le mécanisme d'action des alcaloides est
attribué a leur capacité a s'intercaler avec I'ADN. Dans les années 1990 les alcaloides les
mieux éetudiés du point de vue de I’effet antibactérien sont la berbérine et la sanguinarine
(Conserva et al., 2005).

2. Souches bactériennes utilisées:

2.1. Escherichia coli

C’est un bacille a Gram negatif et bouts arrondis, appartenant a la famille des
Enterobacteriaceae, et au genre Escherichia Eric, 2012. De type anaérobie facultative,
généralement mobile grace aux flagelles, sa longueur varie de 2 a 6um, alors que sa largeur
estde 1,1 a 1,5um Steven et al., 2004. Isole ou en courtes chainettes et parfois sous forme
de tres long filament (figure 17). C’est un saprophyte normal du tube intestinal de I’lhnomme
et des animaux. C’est I’un des agents responsables de septicémies, de suppurations, de

diarrhées et méme de dysenteries (Kaper et al., 2004).

K
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Figure 17: Escherichia Coli (Kaper et al., 2004).

2.2. Klebsiella pneumoniae

C’est une entérobactérie a gram négatif (figurel8). Espéce commensales des voies
aériennes supérieures et du tube digestif, Klebsiella provoque des infections urinaires et
des surinfections des bronches chez les bronchitiques chroniques, voire des abcés du

poumon (Kaper et al., 2004).

Figure 18: Klebsiella pneumoniae (Kaper et al., 2004).

2.3. Enterococcus faecalis

Entérocoques faecalis appartient au genre Enterococcus créé en 1984. Celui-ci
regroupe une trentaine d'especes (figure19). C'est une bactérie Gram + souvent sous forme

de coque ovoide en chainette, n'a pas besoin d'un anaérobique (c'est-a-dire qu'elle peut se
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développer en présence ou en absence d'oxygene). Elle est immobile et sans capsule,

fermente le glucose et une bactérie lactique (Kaper et al., 2004).

Figure 19: Enterococcus faecalis (Kaper, 2004).
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l. Matériels:
1. Matériel végeétal:
1.1. Collecte des échantillons

La recolte de matériel végétal (Hyoscyamus albus L.) des parties aérienne et
racinaire a été réalisée au mois de Mai 2018, qui sont traitaient précédemment par deux
éléments nutritifs I’azote (00, 0.4 et 0.6 mg/l) et le phosphore (00, 0.6 et 0.8 mg/l) dans
sous serre, au centre universitaire Abdelhafid Boussouf - wilaya de Mila, par I’étudiante de
Master Il (MENZEL-GHERABA Imen) sous la direction du Pr. YAHIA Abdelouhab.

1.2. Séchage
Les parties récoltées sont séchées durant une semaine a I’abri du soleil, et déposées
dans un endroit sec, ventilé et ombrage.

1.3. Broyage

Les parties de plante ont été broyées a I’aide d’un mortier pour obtenir une poudre
fine. Cette derniere a été conservée dans un sachet propre, fermés hermétiquement et

stockés jusqu'a I’utilisation.

On a utilisé ces poudres de chaque partie de la plante (parties aériennes, parties
racinaires), pour réaliser les différents tests phytochimiques, estimation des alcaloides et
les activités biologiques (activité antibactérienne).

2. Matériel de laboratoire

Le matériel et les photos des appareilles utilisées dans cette étude ainsi que les

réactifs sont représentées dans I’annexe (annexe I).
I1. Méthodes

1. Screening phytochimique:

Le screening phytochimique met en évidence la présence des familles de molécules
actives, c’est une étude qualitative utilisée pour connaitre la composition chimique globale
des extraits et détecter les differentes classes de composés chimiques existantes dans la

plante. Elle est basée sur des réactions de coloration et/ou de précipitation.
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1.1. Test des saponosides

Les saponosides (figure 20) sont caractérisés par un indice de mousse. Leur
détection est realisée par prendre 1g de chaque partie d’organe du plante étudier
séparément (Pa et Pr) et bouillir avec 40 ml d’eaux distillée jusqu’a 100°C dans I’agitateur
magnétique durant 15min, puis laisser la solution jusqu’au refroidissement pour la
filtration. Elle dépose dans 2 tubes a essai et comparé avec un témoin qui contient I’eau
distillée. Agiter chaque tube pendant 1min et reposer (15 min). La formation d'une mousse
stable plus ou moins importante indique la présence des saponosides (Claus, 1967 ;
Balbaa, 1969).

Chauffer jusqu’a La filtration Agitation pendant 1
ébullition min

Figure 20 : Test saponosides (Cliché personnel, 2019).

1.2. Test des flavonoides

Macérer 1g de poudre de chaque partie d’organe de la plante étudier séparément
(Pa et Pr), dans 30 ml de solution d’acide hydrochlorique (HCI) 1%, puis filtré. Le filtrat

résulte a été réalisée par le test suivant:
» Teste d’hydroxyde de potassium (KOH)

Prendre 5ml du filtrat primaire et rend alcalin par I’ajoute de quelque goutte de
solution d’hydroxyde de potassium (KOH). L’apparition de couleur jaune claire indique la

présence des flavonoides (Neher, 1964).
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1.3. Test des cardinolides

Leur détection est réalisée par prendre 1g de poudre végétale de chaque organe
étudier séparément, et maceérer dans 20ml d’eau distillée. Prélever 10ml de filtrat et mixe
avec 10ml d’un mélange de chloroforme et I’éthanol (5ml /5ml), la couche organique
évaporé jusque a la sécheresse et le sédiment se dissout dans 3ml d’acide acétique glaciel,
puis ajouter quelque gouttes de chlorure de fer (FeCls) et suivre directement par 1ml
d’acide sulfurique concentré (H,SO,) sur la paroi du tube. L’apparition de couleur vert
bleuatre dans la couche acidique indique la présence de cardinolide dans les différent

organes (Tadros, 1979).

1.4. Test des tanins

Peser 1g de poudre de chaque partie du plante, et extractibles par 1’é¢thanol 50%

pendant 24h, le filtrat a été réalisé par le test suivant:
» Teste de chlorure de fer

Prendre 3ml de I’extrait éthanolique et ajouté quelque goutte de solution FeCls. La
présence de couleur vert foncé ou bleu-vert indique la présence des tanins dans les organes
étudies (Balbaa, 1969).

1.5. Test des glucosides

Peser 1g de poudre de chaque organe étudier séparément et mélanger avec 10ml de 2%
I’acide tartrique dans I’éthanol, puis cette mélange est chauffé sous le condensateur red
pendant 3h a 4h. L’extrait est filtré et vaporiser dans un rotavapeur a température 60°C. Le

sédiment dissoudre dans 15ml d’eau distillé chauffée pour réaliser le test suivant:
» Sucres réducteurs

Dans un tube a essai en ajoute 2ml de I’extrait de chaque partie étudie de la plante et
bouillir avec liqueur de Fehling dans un bain marin (figure21). La réduction de la solution
Fehling indique la présence des sucres reducteurs dans les différents organes étudiés
(Shellard, 1957).

S
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Condensateur red 2ml d’extrait +
solution Fehling

Figure 21: Test des glucosides (Cliché personnel, 2019).

1.6. Test des stéroides et triterpénes

Prendre 1g de poudre de chaque organe étudier et extractible par éthanol 70%.
Aprés une nuit entiére I’extrait est filtrer et évaporer dans rotavapeur, le résidu obtenu

soluble avec 20ml de chloroforme, et divise en deux solution:

» La premiére solution est melangée avec 1ml d’acide acétique anhydride, et suivie
par 1ml d’acide sulfurique concentré sur la paroi de tube. La formation d’un anneau rouge
violet a la zone de contact des deux couches indique la présence des stérols et triterpénes.

» La seconde solution est mélangée avec 1ml d’acide sulfurique concentré lentement
a paroi de tube, la présence de couleur jaune qui devenue a couleur rouge indique

I’existence les dérivés stéroidiques et triterpéniques (Lieberman, 1890).

1.7. Test des alcaloides

La detection consiste a peser 1g de poudre de chaque organe étudier séparément et
extrait par 10 % d'acide hydrochlorique et macérée pendant 24 heures, chaque extrait
filtrait et rend alcalin par quelques gouttes d’une solution de Hydroxyde de potassium
(KOH), puis extraire par 20ml de chloroforme trois fois (figure 22). Collecter I’extrait
chloroformique et évaporé a desséché, puis dissoudre le résidu dans 2 ml d'acide
hydrochlorique dilué (HCI), et detecter les alcaloides par le réactif de Wagner (annexe ).

L'apparition de la couleur brune indique leurs présences (Balbaa et al., 1976).

3
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Macération pendant Filtration Evaporation
24 heures

Figure 22: Test des alcaloides (Cliché personnel, 2019).

2. Estimation des alcaloides

2.1. Extraction des alcaloides du Hyoscyamus albus L.

La macération est une opération qui consiste a laisser de matériel végétal en contact
prolonge avec un solvant pour en extraire les principes actifs Ribereau, 1968, Bruneton J,

1999, c’est une extraction qui se fait a température ambiante.

Le protocole de I’extraction des alcaloides (figure 23 et 24) est inspiré de la

méthode proposée par Balbaa et al., 1981; Yahia, 2000 I’extraction des alcaloides

s’effectue sur plusieurs étapes.
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Macération a 24
heures

La filtration

1* évaporation

Zeme

évaporation

Solution alcalin

Figure 23: Extraction des alcaloides (Cliché personnel, 2019).
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Materiel végétal (poudre) M=10g
-Macération 3x24h / éthanol 70%
-Filtration

Evaporation d’extrait alcoolique au
rotavapeur a 60°C

Elimination de I’éthanol

Extrait de matiére végétative brute

-Ajouter 3x5 ml HCI (1N)
-Ajouter 2x5 ml de chloroforme

-Décantation

Extrait acidique Extrait chloroformique

-Addition KOH -Ajouter 3x5 ml HCI (1N)
-Ajouter 2x5 ml de chloroforme
-Décantation

Extrait alcalin

-Ajouter 3x5 ml Extrait acidique Extrait chloroformique

de chloroforme

Evaporation d’extrait Eliminée
Chloroformique

Alcaloides totaux

Elimination de chloroforme

Figure24: Protocole général d’extraction des alcaloides totaux (Belbaa et al., 1981).
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2.2. Dosage des alcaloides

- Les extraits obtenues de I’étape précédant sont dissous dans 20 ml d’acide
chlorhydrique (HCI: 0,02 N).

- Latitrassions est determinée a I’aide hydroxyde de potassium (KOH: 0,02 N) et on
utilise le rouge de méthyle comme indicateur (figure 25).

- Le pourcentage des alcaloides concernant la partie aérienne et racinaire est calculée
a la base d’hyoscyamine qui considére comme un alcaloide majoritaire, selon le
critere de la Pharmacopée Egyptienne (Egyptien Pharmacopée, 1972), on utilise

la formule suivante: (Belbaa et al., 1981).

Volume d’acide (0.02N) - Volume de base (0.02N)
Des alcaloides % = x 0.00587 x100

Poids d’échantillon (g)

% N: normalité.
% g: gramme.
++ 0,00578: constante d’hyoscyamine.

Figure 25: Dosage des alcaloides (Cliché personnel, 2019).

3. Activité antibactérienne :

Dans cette étude de I'activité antibactérienne des alcaloides de Hyoscyamus albus
L. in vitro vis a vis des différentes souches bactérienne Escherichia coli, Klebsiella

Pneumoniae et Enterococcus feacalis, ces sont des souches cliniques (laboratoire
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médicale / Redjas) qui y a été réalisée par la méthode de Il'aromatogramme dans le
laboratoire pédagogique du centre universitaire de Mila.

3.1. Preparation des milieux de la culture:

3.1.1. Milieu Mueller Hinton (MH)

Ce milieu est utilisé pour étudier la sensibilité des bactéries aux différentes
concentrations des extraits. Il est préparé comme suit: 389 de la poudre MH est dissout
dans 1000ml d’eau distillée, le mélange est bouillit jusqu’a résolution compléte en utilisant
une plaque chauffante agitatrice. Ensuite, le milieu obtenu est versé dans des flacons en

verre et stérilisé par un autoclave (120°C/20 minutes).

3.1.2. Milieu Bouillon nutritif (BN)

Le bouillon nutritif & éte préparé pour le but de la réactivation et I’entretien des
souches bactériennes par I’ajoute de 2.8 g de BN a 100 ml d’eau distillé, le mélange est
bouillit jusqu’a résolution complete en utilisant une plaque chauffante agitatrice. Ensuite,
le milieu obtenu est versé dans des flacons en verre et stérilisé par un autoclave (120°C/20

minutes).

3.1.3. L’eau physiologique

L’eau physiologique est préparée par solubilisation de 0.9 g de NaCl dans 100 ml
d’eau distillée avec agitation pendant quelques minutes et divisée dans des tubes a vesse en

verre et stérilisés dans un autoclave pendant 20 min a120°C.

3.1.4. Préparation des disques d’aromatogramme

Les disques sont fabriqués a partir de papier Wattman N°3 avec un diamétre de 6
mm par I'emporte-piéce. Ces disques doivent posséder un contour régulier pour donner
une zone d'inhibition que I'on peut mesurer facilement. Ils sont met dans des tubes a essai

et stérilisés dans un autoclave pendant 20 min a 120 °C.

3.1.5. Stérilisation du matériel

L’eau distillée, le milieu de culture (MH), le bouillon nutritif (BN), I’eau
physiologie, les tubes a essai, les disques en papier Wattman, les emboles, les pinces
enrobées dans du papier aluminium ont été stérilises a I’autoclave a 120°C pendant 20

minutes.

0
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3.1.6. Préparation des dilutions des extraits

Les extraits bruts de Hyoscyamus albus L. ont été dilués par le méme solvant
utilisé (les extraits éthanolique a partir I’éthanol).a partir de la solution mére, on prépare 3
dilutions (1/2, 1/4 et 1/8).

3.2. Principe

Pour évaluer I’activité antibactérienne des extraits de Hyoscyamus albus L. on a
adopté la méthode de diffusion en milieu gélosé des disques. Cette méthode repose sur le
pouvoir migratoire des extraits sur un milieu solide a I’intérieur d’une boite de Pétri, et
permet de mettre en évidence I’effet antibactérien des extraits sur les bactéries (figure 31),
ainsi que la détermination de la résistance ou la sensibilité de ces bactéries vis-a-vis des

extraits (Mayachiew et Devahastin., 2008).

3.3. Réactivation des bactéries

Apreés stérilisation de la zone de travail, les trois souches bactériennes sont
réactivées dans un milieu BN (figure 26) stérile et incubé dans I’étuve a 37C° durant 24h,

jusqu’a I’utilisation.

Figure 26 : Incubation des bactéries dans BN (Cliché personnel, 2019).

3.4. Repiquage des souches bactériennes

Les différentes souches bactériennes ont été repiquees par la méthode des stries,
puis incubées a I’étuve a 37°C pendant 18 a 24 heures, afin d’obtenir une culture jeune et
des colonies isolées qui ont servi a préparer I’inoculum bactérien (figure 27). Aprés 24h

prélever les colonies bien isolées (1 & 3 colonies) a I’aide d’un écouvillon et pose dans 9 ml

o
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d’eau physiologique stérile. Cette suspension bactérienne est ajustée (ajout de la culture
bactérienne ou ajout de I’eau physiologique) jusqu’a I’obtention d’une densité optique de
0.08 a 0.10 a une longueur d’onde de 625nm (Bendahau et al., 2007).

Figure 27: Repiquage des souches bactériennes (Cliché personnel, 2019).

3.5. Ensemencement des bactéries

Cette opération se fait apres le coulage de gélose (MH) stérile dans des boites de
pétri avec une épaisseur de 4 m, apres la préparation de la suspension bactérienne dans
laguelle un écouvillon a été trempé, toute la surface de la gélose est étalée trois fois en
tournant la boite a chaque fois a environ 60° afin qu’on puisse écouvillonner partout autour
du bord de la surface de la gélose ( figure 28). Le but de chaque application est d’avoir une
distribution uniforme de I’inoculum. Finalement, les boites ont été fermees et laissées a
coté pour I’étape suivante.

Figure 28: L’ensemencement des bactéries (Cliché personnel, 2019).
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3.6. Disposition des disques

Les disques sont disposés sur la surface de la gélose a I'aide d'une pince stérilisée au
bec bunsen (figure 29). Ensuite, par une micropipette stérile les disques sont imprégner par

I’extrait d’alcaloides « 5ul dans chaque disques ».

Figure 29: Disposition des disques (Cliche personnel, 2019).

3.7. Incubation et lecture

Aprés dépdt des extraits, les boites sont incubées dans une étuve a 37°C pendant 18
a 24 heures. La lecture se fait par la mesure du diametre de la zone d’inhibition autour de
chaque disque a I’aide d’un pied a coulisse en mm (figure 30). Les résultats sont exprimes
par le diamétre de la zone d’inhibition et peut étre symbolisé par des signes d’apres la
sensibilité des souches vis-a-vis des alcaloides (Hamidi, 2013).

Figure 30: Incubation et lecture (Cliché personnel, 2019).




Chapitre | Matériels et Méthodes

Souches bactéries étudiées

Réactivation des bactéries dans le
BN

-Incubation a 37°C/18-24h

Repiquage des souches
bactériennes

- Mesuré la densité optique des bactéries

Ensemencement en surface sur
Gélose MH

-Disposition les disques

Imprégnation des disques par
I’extrait

-Incubation a 37°C/18-24h

Lecture et mesure des diameétres de
la zone d’inhibition

Figure 31: Protocole de I’activité antibactérienne (Mayachiew et Devahastin, 2008).
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I. Tests phytochimiques

Les tests de screening phytochimique ont été réalisés sur des extraits a prépares a
partir de partie aérienne et partie racinaire de Hyoscyamus albus L. Ces tests consistent a

détecter des différents composés chimiques existants dans la plante étudiée.

Le screening phytochimique nous a permis de mettre en évidence la présence de
métabolites secondaires au niveau des tissus végétaux de nos especes. Ces dernieres
reposent sur des phénomenes de précipitation ou de coloration par des réactifs specifiques

a chaque catégorie des composés.

Les resultats expérimentaux des tests phytochimiques réalises sur le matériel
végétal broyé. Sont mentionnés dans le tableau suivant :

Tableau IV: Tests phytochimiques effectués sur les différentes parties de Hyoscyamus
albus L.

Les parties de plante

Partie racinaire Partie aérienne

Substances actives

Flavonoides S ++
Alcaloides +4++ F4+
Glucosides (sucres réducteur) ++ ++
Tanins ++ ++
Cardinolides + +
Saponines ++ F4+

Stéroides et triterpénes

(-): Test négative, (£): Présence en faible quantité (traces), (++): Présence a une quantité

moyenne, (+++): Présence a une quantité importante.

» Saponines

.
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Nous remarquons la présence de la mousse (figure 32) qui signifie les saponines
dans les deux organes, Les résultats de la composition physicochimique ont montré que les

saponosides dans la partie aérienne sont tres abondant par apport la partie racinaire chez la

plante Hyoscyamus albus L.

Pa Pr Eau

Test de saponine

Figure 32: Test des saponines (Cliché personnel, 2019).

» Flavonoides
Pour les résultats de test des flavonoides nous remarquons que I’apparition de la

couleur jaune claire (figure 33) qui indique la présence des flavonoides dans les deux

organes étudiés.

Tm Pr

Figure 33: Test des flavonoides (Cliché personnel, 2019).

<




Chapitre 11

Résultats et Discussion

> Cardinolides

Les résultats de la composition physicochimique ont montré que I’apparition de

couleur vert bleuatre (figure 34) a teneur faibles dans les tiges et les racines, qu’indique la

présence des cardinolides.

Tm

Pr Pa |

Figure 34: Test des Cardinolides (Cliché personnel, 2019).

> Tanins

On remarque I’apparition d'une couleur verte foncée (figure 35) dans les organes

étudiés prouve la présence des tanins.

Tm Pa Pa Pr

Test de tanins

o
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Figure 35: Test des Tanins (Cliché personnel, 2019).

» Glucosides
Nous avons noté une précipitation d’une couleur rouge brique (figure 36) dans les

deux organes de la plante étudiée qu’indique la présence des sucres réducteurs.

Pr

Tm Pa

Figure 36:Test des Glucosides (Cliché personnel, 2019).

»  Stéroides et triterpénes
Pour les résultats de test des triterpénes et stéroides, nous ne remarquons pas

I'apparition d'une couleur verte qui se transforme au fur dans les parties aérienne et
racinaire de la plante étudiée.
» Alcaloides

Nous avons remarqué la présence de couleur brune étudiée (figure 37) qui signifiée

la présence des alcaloides dans les deux organes (partie aérienne et racinaire) de la plante.

<
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Pr Pa

Figure 37: Test des alcaloides (Cliché personnel, 2019).

De mémes résultats réalisés par (Balbaa, 1988) ont montré que Hyoscyamus albus
L. contient les alcaloides, les flavonoides, les tanins et les glucosides. Ainsi que (Hemia,
2003) montrent que I’Hyoscyamus albus L. renferme les tanins, les flavonoides, les
glucosides et les cardinolides ceci s’accordent avec nos résultats. Selon Yahia (2000)
gu’est confirmé la présence de saponoside dans Hyoscyamus albus L s’accord avec les

résultats obtenus dans notre travail.
I1. Estimation des alcaloides
1. Extraction des alcaloides totaux

Les extraits alcaloidiques des parties aériennes et racinaires sont préparés par la
méthode de Balbaa et al., (1981). Cette méthode a été basée sur deux grandes étapes: la
1% étape est une extraction par un mélange hydro alcoolique Ethanol/eau (70/30 V/V)
pour obtenir premiérement I’extrait brut, la 2™ étape de segmentation a été accomplie 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 cité que

I’extraction des alcaloides est basé sur:

» Les alcaloides libres sont solubles dans les solvants organiques.
» Les alcaloides liés sont solubles dans les acides dilués.

2. Dosage des alcaloides totaux

Les résultats du dosage des alcaloides totaux de deux parties (aériennes et

racinaires) de Hyoscyamus albus L. traité par quelques éléments nutritifs (N=0.4mg/I,

.
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N=0.6mg/l, P=0.6mg/l et P=0.8mg/l), sont présentés par le tableau (V) ainsi que par les
figures (44 et 45).

Les résultats montrent simplement I’accumulation des alcaloides dans les organes

étudiés avec I’augmentation de la concentration des éléments nutritifs appliques.

Tableau V: Pourcentage des alcaloides dans les parties aérienne et racinaire.

Parties de la
Tm N=0.4 N=0.6 P=0.6 P=0.8
plante
Pourcentage | Partie aérienne 0.43 0.96 1.10 1.15 1.2
des
. Partie racinaire 0.48 1.08 1.13 1.28 1.44
alcaloides%o

Pour la partie aérienne les résultats du dosage des alcaloides totaux révelent que le

traitement de P=0.8 mg/l qu’accumule (1.20%) des alcaloides, ensuite dans le traitement de

P=0.6 mg/l on a enregistré une valeur (1.15%), tandis que I’extrait de N=0.6 mg/l ne

contient que (1.10%) d’accumulation des alcaloides et le dosage d’extrait de N=0.4 mg/l se

donner une valeur 0.96%. Enfin le témoin qui posséde le plus faible pourcentage

d’accumulation d’alcaloides par une valeur (0,43%) (figure 38).

Partie aérienne

ETm

B N=0.4mg/I
N=0.6mg/|

H P=0.6mg/I

m P=0.8mg/I

Figure 38: Le pourcentage des alcaloides en partie aérienne.

Concernant la partie racinaire, les résultats obtenus selon le tableau VIII, montrent

que le pourcentage des alcaloides le plus élevé (1.44%) est observé chez le traitement de

P=0.8mg/I,

Suivi

par le traitement de P=0.6 mg/l qui y’ a donné une valeur (1.28%),
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ensuite dans I’extrait de N=0.6 mg/l on a remarqué une teneur (1.13%), tandis que
I’extrait de N=0.4 mg/l qui contient (1.08%), montre que I’extrait éthanolique de témoin

possede le plus faible teneur en alcaloides avec une valeur (0.48%) (figure 39).

Partie racinaire

ETm

B N=0,4mg/I
N=0,6mg/|

W P=0,6mg/I

m P=0,8mg/I

Figure 39: Le pourcentage des alcaloides en partie racinaire.

A travers ces résultats, nous montrons que I’accumulation des alcaloides de la
partie aérienne et racinaire augmente quand les concentrations des éléments nutritifs
augmentent. Ceci est di a I’effet de I’azote et de phosphore sur I’accroissement des
guantités des alcaloides. Selon EI-Chehat, (1986) et Haikel, (1993) qui sont cités presque
tous les plantes médicinales et aromatiques sont démontrés le besoin d’azote pour
I’augmentation d’appareil végétative et le métabolisme secondaire. De plus Hans et
Valker, (1998) ont accordés I’augmentation des fertilisations azotés que I’agrandissent de
la photosynthése, par contre Haynes (1982) a démontré que les fertilisations phosphatés
sont développées la croissance des racines dans la Hyoscyamus albus L. et sont donnés
une bonne croissance et production maximal des alcaloides. Donc, élevés la teneur des

alcaloides eu niveau de Hyoscyamus albus L.

Nos résultats sont accordés par Kraza, (2004) et Hemia, (2003) qu’a trouvées un
pourcentage des alcaloides de 0.43% chez les deux parties étudiées (témoins).

Mais, nos résultats dans la partie racinaire (0.48%) différente aux résultats obtenus
par Hemia, (2003), on remarque une augmentation d’une teneur des alcaloides a

différentes concentrations de I’azote. De méme les résultats réalisés par Kraza, (2004)
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gu’est remarquée une augmentation sur [’accumulation des alcaloides selon les

concentrations du phosphore dans la méme plante étudiée.

I11. Activité antibactérienne

L’activité antibactérienne des extraits éthanoliques des parties aeriennes et parties
racinaires de Hyoscyamus albus L. vis-a-vis des trois souches pathogénes (Escherichia
coli, Klebsiella Pneumoniae et Enterococcus faecalis) sont évaluées par la méthode de
diffusion des disques sur un milieu gélosé solide (Muller Hinton), pour but d’évaluer la

sensibilité ou la résistance de nos souche vis-a-vis des nos extraits.

Les résultats de I’activité antimicrobienne définis dans les deux tableaux (VI, VII)
indiquent la présence des zones d’inhibition des souches bactériennes étudiés dans les
dilutions (1/2, 1/4, 1/8) des différents extraits éthanoliques (Témoin, N=0.4 mg/l, N=0.6
mg/l, P=0.6 mg/l et P=0.8 mg/l) de Hyoscyamus albus L. On a utilisées Ethanol comme un
témoin négatif [6.15-6.3]. On peut remarquer une activité antimicrobienne si le diamétre de
la zone d’inhibition étudié autour du disque de papier wattman est supérieur a 6 mm. Les
tableaux (VI, VII) montrent que les extraits des deux parties ont des diametres d’inhibition
supérieure a 9 mm, on remarque une activité modérée des souches bactérienne a testés

dans nos extraits.

Pour la partie aérienne, I’activité antibactérienne de nos extraits éthanoliques de la
plante étudiée qui traitée par des différentes concentrations diluées de I’azote et de
phosphore, est estimée en termes de diamétre (mm) de la zone d'inhibition autour des
disques contenant les extraits a tester vis-a-vis de trois souches pathogénes. Les résultats
obtenus sont présentés dans le tableau VI et (figure 40 et41).

-
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Tableaux VI: Zones d’inhibition des extraits éthanolique des parties aérienne.

Zones d’inhibition mm
Les souches Dilution
Tm* N=0.4* | N=0.6* | P=0.6* P=0.8*

1/2 9.48 12,51 12.68 12.65 13.16

E. faecalis 1/4 9,9 12,03 11,75 11,73 12,12
1/8 9,60 10,92 10,87 11,06 11,19

1/2 10,22 11,46 11,81 11,84 12,05

E. coli 1/4 9,88 10,97 11,08 10,67 10,90

1/8 9,58 10,14 10,64 9,82 10,31

1/2 10,18 12,65 12,91 13,07 13,16

K. pneumoniae 1/4 9,64 11,31 11,66 11,69 11,98
1/8 9,32 10,68 10,91 10,68 10,83

*Les valeurs sont exprimées par moyenne de trois essais (n=3).

Nous avons remarqués un bon pouvoir antibactérien de la dilution 1/2 du
traitement de P=0.8 mg/l contre E. faecalis avec zone d’inhibition de (13.16 mm) suivie
par I’extrait de la plante qui traitée par I’azote=0.6 mg/l avec un diametre d’inhibition de
(12.68mm). Pour les concentrations P=0.6 mg/l et N=0.4 mg/l, on remarque un pouvoir
moins important contre E. faecalis avec des zones d’inhibition varient entre (12.65et
12.51mm) respectivement, pour les dilutions 1/4, 1/8 des différentes concentrations P=0.8
mg/l, N=0.6 mg/l, P=0.6 mg/l et N=0.4 mg/l, nous avons remarqués un pouvoir moyen
avec des zones de (12.12-11.19mm), (12.03-10.92 mm), (11.73- 11.06 mm) et (11.71-
10.87 mm) respectivement. Chez le témoin, nous avons remarqués un pouvoir faible a
différents dilutions (1/2 ,1/4 et 1/8) avec des zones d’inhibitions 9.9, 9.6 et 9.48 mm

respectivement (figure 41).

Pour la deuxieme souche étudiée, on a remarqué un bon pouvoir d’antibactérienne
de la dilution 1/2 de traitement P=0.8 mg/l contre K. pneumoniae avec une zone
d’inhibition (13.16 mm), suivi d’extrait de Hyoscyamus albus L. qui traitée par P=0.6 mg/I

a diametre (13.07 mm), puis la concentration N=0.6 mg/l qui y’a donnée un diameétre
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(12.91 mm) et N=0.4 mg/l avec une zone d’inhibition (12.65 mm). Pour les d’autres
dilutions 1/4 et 1/8 des différentes concentrations P=0.8 mg/l, P =0.6 mg/l, N =0.6 mg/I et
N=0.4 mg/l, nous avons remarqués une sensibilité moyenne avec des zones d’inhibition
(11.98-10.83 mm), (11.69-10.68 mm), (11.66-10.91mm) et (11.31-10.68 mm)

respectivement.

Chez le témoin, on a observé une valeur faible a différents dilutions (1/2 ,1/4 et 1/8)

avec des zones d’inhibitions 10.18, 9.64 et 9.32 mm respectivement (figure 41).

Dans la souche E. coli, on a observés un effet moyen antibactérien par rapport aux
autres souches étudiées. Pour la dilution 1/2 de P=0.8 mg/l avec un diamétre (12.05 mm),
ensuite le traitement de P=0.6 mg/l, N=0.6 mg/l qui sont proches par des valeurs (11.84
mm et 11.81 mm) et N= 0.4mg/l avec une zone d’inhibition (11.46 mm). Concernant les
dilutions 1/4 et 1/8 a différentes concentrations N=0.6mg/l, P=0.8 mg/l, P=0.6mg/I et
N=0.4 mg/l, nous avons remarqués un pouvoir d’inhibition moyen avec des zones de
(11.08-10.64 mm), (10.90-10.31 mm), (10.67- 9.82 mm) et (10.97-10.14 mm)
respectivement. On a remarqué un pouvoir d’inhibition faible a différents dilutions
(1/2 ,1/4 et 1/8) dans le témoin avec des diamétres 10.22, 9.88 et 9.58mm (figure 41).

E. faecalis

E. coli

K. pneumoniae

Figure 40 : Zones d’inhibitions d’extraits éthanoliques dans les trois souches étudiées de

la partie aériennes (Cliché personnel, 2019).
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Pour la partie racinaire, les zones d’inhibition auteur des disques qui contiennent

des extraits éthanoliques sont estimées en diametre (mm). Les résultats obtenus sont

Figure 41: Zones d’inhibition en niveau des parties aériennes.

présentes dans le Tableau VI et (figure 42 et 43).

Tableaux V1I: zones d’inhibition des extraits éthanolique des parties racinaire.

Zones d’inhibition mm

Les souches Dilution

Tm* N=0.4* | N=0.6* | P=0.6*

1/2 9,82 12,53 12,61 13,03

E. faecalis 1/4 9,69 11,55 11,60 12,58
1/8 9,38 10,74 10,84 11,15

1/2 9,92 11,2 11,68 11,31

E. coli 1/4 9,56 10,77 11,08 10,68

1/8 9,13 10,38 10,59 10,04

1/2 9,99 11,69 12,21 12,59

K. pneumoniae 1/4 9,47 11,18 11,26 11,62
1/8 9,11 10,85 10,79 10,21

P=0.8*
13,11
12,69
11,61
11,81
10,89
10,20
12,65
11,79

10,86
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On a remarqué un bon pouvoir d’antibactérienne de la dilution 1/2 de traitement
P=0.8 mg/l contre E. faecalis avec une zone d’inhibition (13.11 mm), suivi d’extrait de
Hyoscyamus albus L. qui traitéte par P=0.6mg/l a diamétre (13.03 mm), puis la
concentration N=0.6 mg/l qui y’a donnée un diametre (12.61 mm) et N=0.4 mg/I avec une
zone d’inhibition (12.53 mm). Pour les d’autres dilutions 1/4 et 1/8 des différentes
concentrations P=0.8mg/l, P=0.6mg/l, N=0.6mg/l et N=0.4mg/l, nous avons remarques une
sensibilit¢t moyenne avec des zones d’inhibition (12.69-11.61 mm), (12.58-11.15 mm),
(11.60-10.84mm), (11.55-10.74mm) respectivement. Chez le témoin, on a observeé une
valeur faible a différents dilutions (1/2 ,1/4 et 1/8) avec des zones d’inhibitions 9.82, 9.69

et 9.38 mm respectivement (figure 43).

Dans la deuxieme souche étudiée K. pneumoniae, nous avons remarques un bon
pouvoir antibactérien de la dilution 1/2 du traitement de P=0.8 mg/l avec une zone
d’inhibition de (12.65 mm) suivie par I’extrait de la plante qui traitée par P=0.6 mg/l avec
un diametre d’inhibition de (12.59 mm). Pour les concentrations N=0.6 mg/l avec un
diameétre (12.21 mm) et N=0.4 mg/l on remarque un pouvoir moins important contre K.
pneumoniae avec une zone d’inhibition (11.69 mm), pour les dilutions 1/4, 1/8 des
différentes concentrations P=0.8 mg/l, P=0.6mg/l, N=0.6 mg/l et N=0.4mg/Il, nous avons
remarqués un pouvoir moyen avec des zones de (11.79-10.86 mm), (11.62-10.21mm),
(11.26-10.79 mm), (11.18-10.85mm) respectivement. Chez le témoin, on a remarqué un
pouvoir faible a différents dilutions (1/2 ,1/4 et 1/8) avec des zones d’inhibitions 9.99, 9.47
et 9.11 mm respectivement (figure 43).

Enfin, nous avons observés un effet moyen antibactérien contre E. coli par
rapport les autres souches étudiées. Pour la dilution 1/2 de P=0.8 mg/l avec un diametre
(11.81 mm), ensuite le traitement de N=0.6 mg/l avec une zone d’inhibition (11.68 mm),
P=0.6 mg/l et N= 0.4mg/I qui sont proches avec des diameétres (11.31 mm et 11.22 mm).
Concernant les dilutions 1/4 et 1/8 a différentes concentrations N=0.6mg/l, P=0.8 mg/I,
N=0.4 mg/l et P=0.6mg/I, nous avons observés un pouvoir moyen avec des valeurs (11.08-
10.59 mm), (10.89-10.20 mm), (10.77-10.38 mm) et (10.68-10.04 mm) respectivement. On
a remarqué un pouvoir faible a différents dilutions (1/2 ,1/4 et 1/8) dans le témoin avec des
diametres 9.92, 9.56 et 9.13 mm (figure 43).
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E. faecalis

E. coli K. pneumoniae

Figure 42: Zones d’inhibitions d’extraits éthanoliques dans les trois souches étudiées de la

partie racinaire (Cliché personnel, 2019).
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Figure 43: Zones d’inhibition en niveau des parties racinaires.

D’aprés les résultats obtenus, les extraits montrent une activité antibactérienne
différente vis-a-vis les souches bactériennes E. coli, E. faecalis et K. pneumoniae. Les deux
souches E. faecalis et K. pneumoniae sont les plus sensibles a I'extrait de Hyoscyamus
albus L.
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Dans notre travail, les résultats sont accordés par des nombreuses travaux,
I’Hyoscyamus albus L. est trés riche en alcaloides, qui sont connus par leurs propriétés

antimicrobiennes et antiparasitaires selon Karou et al. (2005).

Kadi, (2004), est confirmé que les alcaloides ayant un effet antibactérien sur
K.pneumoniae s’accord nos résultats, théoriquement les alcaloides pourraient exercer des
effets antibactériens puisqu’ils sont des puissants inhibiteurs in vitro de I’ADN gyrase en
inhibant la multiplication bactérienne. Cette étude a montré I’effet bactéricide de certains

alcaloides sur E.faecalis, selon Sato et al., (1995) ; Hatano et al., (2005).

A partir de notre étude, les zones d’inhibitions d’E. Coli (Gram®) sont plus faibles
par rapport aux autres souches étudiées puis qu’elle a une structure multicouche liée a une

membrane cellulaire externe (Nikaido and Vaara., 1985).

v
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Conclusion

Actuellement, les travaux de recherche menés dans de nombreux laboratoires
spécialisés sont focalisés sur I’activité biologique des plantes médicinales. Ceci revient en
fait a la richesse de ces derniéres en substances naturelles douées des propriétés bioactives
importantes capables de fournir une meilleure médication par une thérapie plus douce.
Ceci est notamment le cas des alcaloides végétaux qui sont largement utilisés en
thérapeutique. Le présent travail a porté sur I’effets des éléments nutritifs sur
I’accumulation des alcaloides puis, I’étude phytochimique, le dosage des alcaloides et
I’activités biologiques (antibactérienne) des extraits éthanoliques préparés par la méthode
d’extraction (macération) d'une espece médicinales Hyoscyamus albus L. de la famille des
Solanacées qui contient une quantité considerable des alcaloides tropaniques.

Le screening phytochimique a montré la presence des alcaloides, des flavonoides,
des tanins, des saponosides, des cardinolides et des composés réducteurs, les stérols et
triterpénes sont absents dans notre plante. Ces substances sont généralement responsables
de I’activité biologique des extraits de la plante étudiée.

Notre étude est axee vers le dosage des composés alcaloidiques de la partie
aérienne et racinaire de Hyoscyamus albus L. traite par deux éléments nutritifs (P=0.6
mg/l, P=0.8 mg/l, N=0.4 mg/l et N=0.6 mg/l) a permis d'obtenir des extraits avec des
différents rendements et on a noté que le traitement de P=0.8 mg/I représente le plus grand
pourcentage d’alcaloides par rapport au témoin qui possede le plus faible pourcentage. Le
rapport d’accumulation des alcaloides a été augmenté 2 fois dans la partie aérienne (1,2%)
par contre au témoin (0 ,43%), et presque 3 fois dans la partie racinaire (1,44%) par rapport
au témoin (0,48 %).

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 des trois souches bactéries (K. pneumoniae, E. coli et E. faecalis) ont exprimés une
forte pouvoir contre K.pneumoniae et E. faecalis surtout dans la concentration P= 0.8 mg/I
a diameétre 13.16mm, mais I’autre souche & savoir E. coli a montre qu’une faible

sensibilité aux dilutions des extraits éthanolique.
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Annexe | : Matériel de laboratoire

> Appareillage

Bain marie Agitateur mécanique Etuve Rota vapeur
Plaque chauffante Hotte Vertex Spectrophotometre
Agitateur magnétique ~ PH meétre Balance de pression Balance

Mortier pied a coulisse Condensateur red Autoclave



Annexes

» Matériels et produits

Verreries et mateériel en plastique

Produites chimique et réactif

Flacons ; béchers ; erlenmeyer; entonnoir ;
tubes a essai ; tubes a visses ; papier filtre ;
papier Wattman N° 3 ; papier aluminium ;

barreau magnétique ; spatule ; pipettes ;

portoirs ; verres de montre, micros
pipettes,  boites de pétries; pipettes ;
Micro pipette; Anse de platine ; parafilm ;
éprouvette ;  burette; bec  bunsen;
écouvillon; ampoule a décanter et papier
film.

Ethanol ; iodure de potassium ; iode ; Acide
chlorhydrique (HCL); Copeaux de magnésium ;
Liqueur de Fehling ; Hydroxyde de potassium
(KOH); acide sulfurique concentré (H,SO,) ;
chlorure de sodium (NaCl); Chloroforme; acide
tartrique; acide acétique anhydride; acide
acétique glaciel ; réactif de Wagner ; rouge de
méthyle;  I’eau distillée; chlorure de fer
(FeCl3) ; I’eau physiologique Bouillon nutritif

(BN) et Mueller-Hinton (MH).

v' Réactif de Wagner

v Eau physiologique

) Eau distillée.........ccooviiiiiii i, AL
lodure de potassium...........cccccvevennen. 29 )
Chlorure de sodium.............ccovievennnn, 9g
10de....oiei 1,279
Eau distillée........ccovvvivirnrnnnn, 100 ml
v Mueller-Hinton (g/litre d’eau|v Bouillon nutritif
distillée)
Peptone ......ovveiiiiiei e 15 g/l
Peptone........ccoovviiiiiiii e 175 g/l )
_ Extraitde levure ............cciieiiiin, 3g/1
AMIAON ..o 1.5¢/l ]
. _ o _ Chlorure de sodium ..........cccccevveninnenn. 6 g/l
Matiere solide de l'infusion de viande...
D (+)-GIUCOSE ....ocveeiiiieeieiiee e 14/l
— O N1
Liqueur de Fehling :
Solution A Solution B
Sulfate de cuivre......... 40 ¢ Tartrate de sodium et de potassium....200 g

Eau distillée

Hydroxyde de sodium
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Milieu MH (Cliché personnel, 2019). Bouillon nutritif BN (Cliché personnel, 2019).

Eau physiologique Disques de papier Wattman N°3

Stérilisation du matériel Dilutions des extraits
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Annexe I1: Zones d’inhibition avec 3 répétitions des deux parties.

Tableau I: Zones d’inhibition avec 3 répétitions de la parie aérienne.

Les Dilution Zones d’inhibition mm
Souches
T™m N=0.4 N=0.6 P=0.6 P=0.8
1/2 8.94 12.77 12.95 13.02 13.12
9.5 11.85 12.2 12.33 134
10.01 12.9 12.88 12.59 12.97
1/4 9.69 11.56 11.62 12.02 11.9
E. faecalis 10.5 12.6 12.19 11.58 11.76
9.5 11.94 11.45 11.6 12.7
1/8 9.2 115 10.57 11.15 10.88
9.52 10.85 11.30 11.25 11.27
10.10 10.4 10.75 10.79 11.42
1/2 10.1 11.28 11.85 11.72 12.31
10.4 11.66 11.55 11.65 12.05
10.25 11.43 12.02 12.15 11.79
1/4 9.58 11.22 11.34 10.99 11.11
E. coli 10.13 11.17 11.21 10.56 10.75
9.93 10.6 10.7 10.47 10.85
1/8 9.12 10.25 10.43 9.88 10.45
9.59 10.14 11.12 9.5 10.32
10.03 10.02 10.36 10.08 10.17
1/2 9.99 12.52 12.72 12.89 12.93
10.53 12.44 13.13 13.23 13.2
10.02 13 12.88 13.08 13.35
1/4 9.95 11.72 11.2 11.41 12.2
K. pneumoniae 9.61 10.94 12.09 11.97 12.01
9.35 11.26 11.78 11.53 11.72
1/8 9.25 10.88 11.17 10.42 10.7
9.6 10.56 10.89 10.72 11.15

9.11 10.6 10.66 10.91 10.64
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Tableau I1: Zones d’inhibition avec 3 répétitions de la parie racinaire.

Les Dilution Zones d’inhibition mm
Souches
T™m N=0.4 N=0.6 P=0.6 P=0.8
1/2 9.78 12.77 12.88 13.02 13.12
9.57 11.98 12.76 12.87 13.17
10.12 12.85 12.20 13.22 13.05
_ 1/4 9.60 11.56 11.62 12.70 12.89
E. faecalis 9.98 11.66 11.44 12.61 12.58
9.50 11.45 11.75 12.43 12.62
1/8 9.46 10.42 10.84 11.01 11.75
9.27 11.21 10.67 11.30 11.53
9.42 10.60 11.02 11.15 11.56
1/2 9.80 11.28 11.48 11. 33 11.68
9.92 11.13 11.76 11.15 11.94
10.04 11.26 11.82 11.47 11.83
_ 1/4 9.50 11.02 10.85 10.58 10.66
E. coli 9.42 10.75 11.14 10.39 10.91
9.76 10.55 11.27 11.07 11.12
1/8 9.05 10.37 10.52 10.03 10.02
9.11 10.14 10.35 9.99 10.26
9.23 10.64 10.91 10.12 10.34
1/2 9.99 11.72 12.22 12.59 12.75
10.11 11.53 12.31 12.71 12.81
9.87 11.82 12.11 12.47 12.40
_ 1/4 9.42 11.12 11.20 11.62 11.95
K. pneumoniae 9.68 11.24 11.27 11.71 11.78
9.33 11.19 11.33 11.54 11.64
1/8 9.07 10.82 10.93 10.23 10.96
9.10 11.01 10.85 10.14 10.76

9.18 10.73 10.61 10.28 10.88



Résumé

Hyoscyamus albus L. est une plante médicinale appartenant a la famille de
Solanaceae, qui est utilisee depuis l'antiquité en médecine traditionnelle. Cela est dd
essentiellement a leur richesse en alcaloides tropaniques douées d’importantes activites
biologiques.

Les différents tests de screening phytochimique utilisées dans notre expérimentation
ont permis la présence des alcaloides comme une matiére principale, flavonoides, tanins,
saponosides, cardinolides et composés réducteurs et I’absence des stérols et des triterpenes.

L’extraction des alcaloides est réalisée sur les parties racinaires et les parties
aériennes de la plante qui sont précédemment traités par différentes concentrations des
éléments nutritifs azote (0.4, 0.6 mg/l) et phosphore (0.6, 0.8mg/l ). Les résultats obtenus ont
montrés que les extraits ont une teneur importante en composeés alcaloidiques de 1.44% en la
partie racinaire et 1.20% a la parties aériennes dans P=0.8 mg/I.

L’activité antibactérienne des extraits de notre plante a été également évaluée en
utilisant la méthode de diffusion sur trois souches (E. faecalis, K. pneumoniae et E. coli), les
résultats mentent un effet inhibiteur sur les deux souches (E. faecalis et K. pneumoniae) avec
un diametre 13.16 mm d’extrait P=0.8 mg/l dans les deux parties, mais I’autre souche a

savoir E. coli a montre qu’une faible sensibilité aux dilutions des extraits éthanolique.

Mots-clés: Hyoscyamus albus L., azote, phosphore, accumulation, alcaloides,
activité antibactérienne.



Abstract

Hyoscyamus albus L. is a medicinal plant belonging to the family Solanaceae, which
has been used since ancient times in traditional medicine. This is mainly due to their richness
in tropanic alkaloids endowed with important biological activities.

The different phytochemical screening tests used in our experiment allowed the
presence of alkaloids as a main material, flavonoids, tannins, saponosides, cardinolides and
reducing compounds and the absence of sterols and triterpenes.

The extraction of alkaloids is carried out on the root parts and the aerial parts of the
plant which are previously treated with different concentrations of nutrients nitrogen (0.4,
0.6 mg / 1) and phosphorus (0.6, 0.8mg / I). The results obtained showed that the extracts
have a high content of alkaloid compounds of 1.44% in the root part and 1.20% in the aerial
partsinP=0.8mg/|I.

The antibacterial activity of the extracts of our plant was also evaluated using the
method of diffusion on three strains (E. faecalis, K. pneumoniae and E. coli), the results lie
an inhibitory effect on the two strains (E. faecalis and K. pneumoniae) with a 13.16 mm
diameter extract P = 0.8 mg / | in both parts, but the other strain namely E. coli showed that a
mean value of sensitivity to dilutions of ethanolic extracts.

Key words: Hyoscyamus albus L., nitrogen, phosphorus, accumulation, alkaloids,

antibacterial activity.
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